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RESUMO

Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado unicelular, que se desenvolve
através de um complexo ciclo de vida, envolvendo um hospedeiro invertebrado
e outro vertebrado. Quando infecta humanos, € responsavel pelo
estabelecimento da doenca de Chagas, que afeta cerca de 8 milhdes de pessoas
no mundo. Embora haja grande interesse no estudo deste parasita, muitas de
suas caracteristicas moleculares e estruturais ainda permanecem pouco
compreendidas. Actina, uma proteina altamente conservada e abundante na
maioria das células eucaribticas, € um dos exemplos de proteina cuja funcao e
localizac&o celular ndo estdo bem caracterizadas em T. cruzi. Embora tenham
sido descritas a presenca de genes gue codificam diferentes isoformas de actina,
proteinas do tipo actina e proteinas relacionadas a actina, e sua distribuicdo por
todo o corpo celular através de imunofluorescéncia indireta, filamentos
propriamente ditos nunca foram observados. Além disso, ainda ndo se sabe
exatamente quantos genes e guantas copias de cada um destes genes que
codificam a proteina actina existem em T. cruzi, bem como seus niveis de
expresséo, localizagdo celular e fungdo nas diferentes formas de
desenvolvimento do parasita. Para elucidar algumas das questbes acima
discutidas, este trabalho teve como objetivo produzir ferramentas para
determinar a expresséao, localizacdo subcelular e possiveis funcées do gene
anotado como actina 4 no genoma de T. cruzi nas diferentes formas de

desenvolvimento do parasita.

Palavras-chave: Actina, proteinas relacionadas a Actina (Arps), Trypanosoma
cruzi.
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1. INTRODUCAO

Trypanosoma cruzi € o agente etiolégico da doenca de Chagas, uma
doenca que afeta cerca de 8 milhdes de pessoas no mundo todo. Apesar do
grande interesse neste protozoario, a compreensdao de algumas de suas
caracteristicas moleculares e estruturais ainda permanece incompleta. Uma das
principais caracteristicas do genoma do T. cruzi € a presenca de uma grande
quantidade de conjuntos de familias multigénicas. Comparado com T. brucei e
L. major, o T. cruzi possui 0 maior conjunto de familias multigénicas (TEIXEIRA
et al., 2012). O gene que codifica a proteina actina, por exemplo, pertence a uma
familia multigénica. A actina € a proteina mais abundante na maioria das células
eucaridticas e se manteve altamente conservada ao longo da evolucdo. Ela
desempenha um papel essencial na estrutura e dinamica celular, participando
de processos como mobilidade e manutencédo da forma e polaridade da célula,
podendo interagir com diversas outras proteinas e moléculas. O papel da actina
em tripanosomatideos, no entanto, ainda permanece pouco explorado (KOHL &
GULL, 1998). Isso se deve em parte a composicdo bastante peculiar do
citoesqueleto destes tripanosomatideos, com estrutura baseada em uma rede
de microttbulos subpeliculares bastante estaveis.

Genes que codificam actina em tripanosomatideos foram mais bem
caracterizados em T. brucei e em L. major (BEM AMAR et al., 1988; DE ARRUDA
& MATSUDAIRA, 1994), onde a presenca de actina distribuida pelo corpo celular
foi demonstrada por imunofluorescéncia indireta (GARCIA SALCEDO et al.,
2004; SAHASRABUDDHE et al., 2004). Embora filamentos de actina nunca
tenham sido diretamente observados por microscopia eletrénica de transmisséo
em tripanosomatideos, a imunolocalizacdo de actina utilizando anticorpos
primarios contra actina de L. major e anticorpos secundarios conjugados a ouro
coloidal mostrou que esta proteina apresenta uma distribuicdo dispersa por todo
o corpo celular (bolsa flagelar, flagelo, cinetoplasto, nucleo, citoplasma) e em
membranas (nuclear, citoplasmatica e do vacuolo parasitéforo). Cevallos e
colaboradores (2011) descreveram a presenca de genes que codificam quatro
isoformas de actina em T. cruzi, bem como a presenca de varios genes para
proteinas do tipo actina e proteinas relacionadas a actina. Neste trabalho, os

autores nomearam as isoformas de actina como actina 1, actina 2, actina 3 e



actina 4. Os autores também demonstraram diferencas no padrao de expressao
de actina nos diferentes estagios de desenvolvimento do parasita, através de
imunolocalizagdo utilizando anticorpos policlonais contra uma actina
recombinante produzida a partir da sequéncia gendmica do gene da actina 1 de
T. cruzi.

Ainda, analises filogenéticas dos genes das quatro isoformas de actina
anotadas no genoma de CLBrener mostram que alguns destes genes estdo
filogeneticamente mais proximos a genes que codificam proteinas relacionadas
a actina (ARPSs) ou proteinas do tipo actina (AcLs) do que ao gene da proteina
actina propriamente dita. Assim, considerando que a anotacédo dos genes das
quatro isoformas de actina de T.cruzi foi feita com base em analises in silico
apenas, ainda ndo se sabe exatamente quantos genes e quantas copias de cada
um destes genes de fato codificam a proteina actina em T. cruzi, tampouco seus
niveis de expressao, localizacdo celular e funcdo nas diferentes formas de
desenvolvimento do parasita.

Dentro deste contexto, o presente projeto propde-se a compreender as
guestBes acima discutidas no que se refere ao gene anotado como actina 4 no

genoma de T. cruzi.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ACTINAS E PROTEINAS RELACIONADAS

A actina é uma proteina altamente conservada e possui papel importante
na maioria das células eucaridticas. Os filamentos de actina fornecem suporte
mecanico interno, forca e direcdo para os movimentos celulares, além de
participar no transporte moléculas e vesiculas. Embora as sequéncias de
aminoacidos de actina de diferentes espécies apresentem cerca de 90% de
similaridade, as variagcbes na sequéncia de aminoacidos geram diferencas
funcionais significativas, como por exemplo contracdo em células musculares e
ndo musculares, formacdo de anel contratil durante o final da divisdo celular,
movimentos ameboides e preservacdo das microvilosidades intestinais. Uma
possivel explicacdo para esta proteina ser altamente conservada, € que a
estrutura da superficie de um filamento de actina interage com muitas outras
proteinas, de forma que uma mutacao no gene da actina levaria a mudancgas na
interacdo com outras diversas proteinas, o que poderia resultar em mudancas
celulares indesejaveis (ALBERTS et al., 2004).

A actina foi primeiramente descrita por Straub (1942), que observou que
esta proteina tem capacidade de contracdo quando associada a miosina e
actinomiosina. Muitos organismos possuem multiplos genes que codificam para
isoformas distintas de actina: em mamiferos por exemplo, existem pelo menos 6
isoformas de actina, entre actinas musculares e ndo musculares, sendo trés
isoformas de actina a, duas de actina y e uma actina 3 (VANDEKERCKHOVE &
WEBER, 1978)

A actina pertence a superfamilia estrutural das acucar-quinases e
hexoquinases e apresenta-se sob duas formas, a forma monomérica ou globular
(actina G) e a forma filamentosa (actina F). A actina G foi descrita em 1993 por
Herman, possui 2 dominios alfa e beta, ou dominios interior e exterior, referentes
a sua posicao no filamento, e quatro subdominios (1, 2, 3 e 4). O contato entre
os dois principais dominios é pequeno, consequentemente, formam-se duas
fendas entre os dominios, a fenda superior, que se liga a nucleotideos
(ATP/ADP) e a associados de cétions divalentes, e a fenda inferior, que &
revestida por residuos predominantemente hidrofébicos, e constitui o principal

local de ligagdo para a maioria das proteinas de ligacdo a actina (Figura 1)
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(OTTERBEIN et al., 2001).

subdomain 4

Figura 1. Estrutura cristalina da actina.
FONTE: OTTERBEIN et al., 2001.

A montagem do filamento de actina é um evento dindmico e complexo,
gue envolve uma grande quantidade de proteinas, sinais moleculares internos e
externos e uma quantidade minima de actina G, chamada de concentracdo
critica. Para iniciar a montagem de filamentos de actina, também denominados
de microfilamentos, extremidades "farpadas” sdo formadas por eventos de
descapeamento ou corte de filamentos existentes ou por nucleacdo, que €
iniciada com a ligacdo entre duas moléculas de actina seguida pela ligacdo a
uma terceira molécula, que estabiliza o grupo e oferece condi¢cbes para o
crescimento do filamento. Apds a formacao das extremidades, ocorre a fase de
elongamento, onde novos mondmeros sdo adicionados a cadeia principal,
seguida pela fase de equilibrio ou treadmilling, na qual o filamento de actina
torna-se polarizado, ou seja, em uma das extremidades ocorre a adi¢cdo de novos
mondmeros (extremidade +) e na outra ocorre saida de mondmeros
(extremidade -). Isto ocorre devido a diferencas nas taxas de polimerizacdo nas
duas extremidades, na extremidade + ocorre crescimento rapido e na
extremidade - ocorre crescimento lento com maior taxa de dissociacdo de
subunidades (ALBERTS et al., 2004).

A diferenca nas taxas de crescimento das extremidades é causada por
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alteracdes na conformacdo dos mondmeros ao entrar no polimero. Cada
mondmero de actina é ligado a uma molécula de ATP, que é hidrolisado a ADP
ao ser adicionado no filamento. Em nucleotideos hidrolisados, a afinidade entre
as subunidades vizinhas é reduzida e torna-se mais provavel a dissociacdo a
partir de ambas as extremidades. Com isto, a velocidade de dissociacdo €
independente da concentracdo dos mondmeros, jA a velocidade de
polimerizacdo é dependente da concentragdo dos mondmeros livres, dado pela
formula C x Kon (C = concentragdo de mondmeros livres), resultando em um
equilibrio na concentracédo critica de monémeros (Cc) onde Kof = Cc X Kon
(ALBERTS et al., 2004).

A nucleacdo da actina € um evento cineticamente desfavoravel, e para
gue este evento ocorra diversos fatores estao envolvidos na nucleacédo de actina,
dentre eles as ARPs (actin-related protein) (POLLARD & BORISY, 2003;
CAMPELLONE & WELCH, 2010). As proteinas relacionadas a actina, ou ARPs,
sdo proteinas cuja sequéncia priméaria apresenta semelhanca com a da actina,
porém nao identidade. A semelhanca entre as ARPs e as actinas convencionais
varia entre 17 a 60% (SCHAFER & SCHROER, 1999). As familias mais bem
caracterizadas de proteinas relacionadas a actina sao as Arp1, Arp2 e Arp3.

Outras  proteinas  também  participam na regulacdo da
polimerizacao/despolimerizagdo da actina. Em geral, a concentracdo
citoplasmatica de actina G € muitas vezes superior a concentracao critica, o que
em tese poderia levar a polimerizacédo total da actina. Entretanto, monémeros de
actina por vezes encontram-se ligados a timosina, uma proteina que impede a
hidrolize do ATP e a ligagcdo do monémero ao filamento. A profilina por sua vez,
estimula a ligacdo dos mondmeros a extremidade plus do filamento e,
consequentemente, o crescimento de um filamento. Esta proteina compete com
a timosina pela ligacdo a actina G e responde a diversos estimulos como picos
na concentracdo de AMPc. O balanco entre as moléculas de actina G ligadas a
timosina ou a profilina resulta na instabilidade dindmica dos filamentos (Figura
2) (POLLARD & BORISY, 2003; CAMPELLONE & WELCH, 2010).
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Para estudar a dinamica normal de polimerizacdo-despolimerizacado da
actina, drogas que interferem neste processo sdo amplamente empregadas. As
principais drogas que interferem na dindmica da actina sao a faloidina e a
citocalasina. A faloidina é uma droga extraida do cogumelo Amanita phalloydes.
Este composto forma ligagdes laterais com microfilamentos, estabilizando-os,
impedindo a sua despolimerizagdo. Uma variacdo da faloidina é a falacidina, um
derivado fluorescente que permite a visualizagéo dos filamentos por microscopia
de fluorescéncia. A citocalasina por sua vez, liga-se especificamente aos
mondmeros impedindo a sua adicdo ao filamento. Com isto, devido a dinamica
de polimerizagéo-despolimerizacdo, os microfilamentos acabam sendo todos
despolimerizados, levando a célula a perder sua forma caracteristica e

arredondar-se, e desprender-se do substrato.

2.2 ACTINAEMT. cruzi

O papel da actina em T. cruzi permanece pouco explorado, embora genes
que codificam para proteinas actina j& tenham sido descritos. Cevalos e
colaboradores (2003; 2011) identificaram 4 genes que codificam para isoformas
de actina e diversos outros genes que codificam para proteinas relacionadas a
actina e proteinas do tipo actina no genoma de T. cruzi.

Ainda que a actina seja uma proteina altamente conservada, actinas de
protistas sdo bem menos conservadas, ndo s6 comparadas as actinas
convencionais de organismos multicelulares, mas também as variantes de um
mesmo organismo (SEHRING et al., 2007). Apesar da estrutura global da actina
ser conservada em T. cruzi (DE MELO et al.,, 2008) a similaridade entre as
sequencias de aminoacidos de genes anotados como actina em T. cruzi é, na
grande maioria, inferior a 70% (CEVALOS et al., 2011). De Melo (2008) observou
gue a maioria das trocas de aminoacidos de actina de T. cruzi comparadas a
outras sequéncias de actina de eucariotos, estdo na superficie do monémero,
grande parte nos loops responsaveis pela interacdo monémero-mondémero
durante a formacao do filamento. Em protistas, tém sido relatados exemplos de
diferencas na localizacéo subcelular das variantes de actinas devido a utilizacdo

em compartimentos celulares especificos. Em T. brucei, por exemplo, uma actina
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atipica (TryARP), que é expressa apenas no flagelo, foi caracterizada (ERSFELD
& GULL, 2001). Alteragbes no padrédo de expressao de actina durante o
desenvolvimento, também tém sido relatados. Embora filamentos de actina
nunca tenham sido observados em T. cruzi, Cevalos e colaboradores (2011)
detectaram, por imunoblloting, diferencas na distribuicdo subcelular da actina
entre os estagios de desenvolvimento e a presenca de 5 variantes de actina nos
diferentes estagios, com padrbes de expressao distintos.

Estudos anteriores utilizando anticorpos heter6logos demonstraram a
expressao de actina em formas epimastigota de T. cruzi por todo o corpo celular
(DE SOUZA et al., 1983; MORTARA, 1989), embora de Souza e colaboradores
(1983) tenham observado estruturas localizadas ao longo do flagelo. Mais
recentemente, De Melo e colaboradores (2008), utilizando um anticorpo
policlonal especifico contra actina 1 de T. cruzi, revelaram estruturas puntiformes
que eram visiveis ao longo do corpo do parasita nas diferentes formas de
desenvolvimento.

A prospeccédo do genoma de T. cruzi revelou que as principais proteinas
que participam dos processos de nucleacdo e de treadmilling em eucariotos
superiores estdo conservadas, indicando que a maquinaria basica necesséria
para a formacao do filamento esta presente no genoma de T. cruzi. O fato da
actina na forma filamentosa ndo ter sido observada pode ser devido a
instabilidade do filamento ou montagem ineficiente, eventos que nao estao
claramente compreendidos (DE MELO et. al, 2008).

Pouco se sabe sobre o papel da actina durante o clico de vida do T. cruzi,

bem como a funcéo especifica de cada uma das isoformas desta proteina.

2.3 T. cruzi E A DOENCA DE CHAGAS

A familia Trypanosomatidae, a qual pertence o T. cruzi, pertence a ordem
Kinetoplastida (Euglenozoa, Kinetoplastea) (CAVALIER-SMITH, 2010), a qual
abrange protozoarios flagelados que possuem mitocondria Unica contendo uma
regido especializada que concentra todo o DNA mitocondrial, conhecida como
cinetoplasto. Além da arquitetura Unica de DNA mitocondrial, os protozoarios da

ordem Kinetoplastida possuem outras caracteristicas peculiares, tais como:
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trans-splicing de todo o mRNA transcrito, organizacdo dos genes em clusters,
compartimentalizagdo da glicolise e a habilidade de migrar dos vacuolos
parasitoforos evitando assim a sua degradacao (SIMPSON, 2006)

Todos os membros da familia Trypanosomatidae possuem um flagelo
anico, que emerge de uma invaginacdo de membrana denominada bolsa
flagelar. Além disto, estes caracterizam-se por serem todos exclusivamente
parasitas (PODLIPAEV, 2001). O género Trypanosoma constitui um dos mais
importantes da familia Trypanosomatidae, pois inclui o Trypanosoma cruzi,
agente etiologico da doenca de Chagas, e o Trypanosoma brucei que causa a
doenca do sono (HIDE, 1999).

A Doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase
americana, € uma antropozoonose causada pelo Trypanosoma cruzi. Esta
doenca apresenta duas fases clinicas, a fase aguda, que pode ser sintomatica
ou ndo, podendo evoluir para a fase crénica. Segundo o Ministério da Saude
estima-se que no Brasil existem dois a trés milhdes de pessoas infectadas.

O ciclo de vida do T. cruzi inclui um hospedeiro invertebrado e um
hospedeiro vertebrado, que por vezes pode ser o homem. Os principais
hospedeiros invertebrados séo triatomineos dos géneros Triatoma, Rhodnius e
Panstrongylus, popularmente conhecidos como “barbeiros”. Estes insetos sao
também os principais vetores da Doenca de Chagas. As fémeas sdao
hematoéfagas e, uma vez contaminadas, liberam as formas infectantes
tripomastigotas metaciclicas nas fezes durante o repasto sanguineo. Os
tripomastigotas metaciclicos podem entrar no hospedeiro pelo local da picada ou
pelas mucosas. Uma vez no hospedeiro, esta forma evolutiva invade uma célula
e diferencia-se para amastigota, forma replicativa. Os amastigotas multiplicam-
se por divisao binaria, diferenciam-se em tripomastigotas sanguineos e rompem
a célula hospedeira. Os tripomastigotas sanguineos podem invadir outras células
adjacentes ou atingir a corrente sanguinea e infectar diferentes tecidos e tipos
celulares, tornando-se amastigotas e repetindo o ciclo replicativo. E neste ciclo
infectivo que aparecem as manifestacdes clinicas da fase aguda. O triatomineo
é infectado quando se alimenta do sangue de um mamifero contaminado pelo
parasita. No intestino do hospedeiro invertebrado, ocorre a diferenciacdo para a

forma replicativa epimastigota, que se multiplica por divisdo binaria e migra para
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a porcao posterior do intestino onde diferencia-se para tripomastigota
metaciclico, reiniciando o ciclo (Figura 3) (revisto por TYLER & ENGMAN, 2001).

Triatomine Bug Stages

Triatomine bug takes a blood meal
{passes melacychs inypomastigotes in feces,
trypomashgobes enter Dile wound or
missosal membranses, such as the conpunclia)

Human Stages

Metacyclic trypomastigotes
penatrate various cells at bite
wound site. Inside cells they

ﬁx transform into amastigotes,
_— A
@ !

Metacyclic trypormastigotes

iér:indgy i

Multiply in midgut

Amastigotes multiply
Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect ather cells of infected tissues.
and transform inlo
intracellular amastigotes
in néw infaction sites.
Climdcal manifestations can
result from this infective cycle.

Triatomine bug takes
. . a blood meal
Epimastigotes brypomastgotes ingested),

in midgut
\ .
@ ''"""ll-—-l-"""""'o Intracellular amastigotes

transform into trypomastigotes,
then burst out of the cell
and enfer the bloodsiream

A= Infective Stage
A= Diagnostic Stage

BAFEN - HEALTHIER: FEQFLE™

Figura 3: Ciclo de vidado T. cruzi.

FONTE: Centers for Disease Control and Prevention
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este projeto tem como objetivo determinar localizacéo subcelular do gene
anotado como proteina actina 4 (TcCLB.503841.40) no genoma de T. cruzi em

diferentes formas de desenvolvimento deste parasita.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir soro policlonal e anticorpo monoclonal contra a actina 4;

e Obter formas epimastigotas de T. cruzi geneticamente modificadas para
expressar a actina 4 fusionada a uma etiqueta comercial (Flag ou GFP);

e Determinar a localizacdo subcelular e possivel funcdo da actina 4 em
diferentes formas de desenvolvimento do parasita através de

imunolocalizacéo;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 BACTERIAS E PLASMIDEOS

As bactérias e plasmideos utilizados neste trabalho estdo descritos na
tabela 1.

TABELA 1 - BACTERERIAS E PLASMIDEOS
Estirpes Caracteristicas Referéncia
Escherichia coli

DH5a SmR INVITROGEN

Roseta gami 2 Expressa RNA polimerase do fago T7. New England
Expressa cédons raros. Tetra®, Stepto?, Biolabs.
CloraRr.

Plasmideos

pDONR221 Vetor para clonagem recombinatéria de INVITROGEN
produtos de attB PCR. KmR, ccdB, attP,
Gateway®.

pDONRact4 Vetor para clonagem contendo sequéncia Este trabalho
codificadora completa para o gene da actina 4
de T. cruzi, KmR.

pDONRact4_Cter Vetor para clonagem contendo sequéncia final Este trabalho
do gene da actina 4 (535pb) de T. cruzi, KmR.

pDONRact4 Nter Vetor para clonagem contendo sequéncia Este trabalho
inicial do gene da actina 4 (500pb) de T. cruzi,
KmR,

pDEST17 Promotor T7, sequéncia codificadora para a INVITROGEN
cauda de histidinas, AmpR, ccdB, attR,
Gateway®.

pDEST17act4 Vetor contendo a sequéncia completa do gene Este trabalho
da actina 4 de T. cruzi, promotor T7, sequéncia
codificadora para a cauda de histidinas, AmpR.

pTcNeo 3xFLAG_C-1 Vetor para clonagem, etigueta FLAG C- Gongalves et al.

terminal, AmpR, NeoR, ccdB, attR. ndo publicado

pNFact4Epi_Cter Vetor epissomal contendo a sequéncia Este trabalho

completa do gene da actina 4 de T. cruzi



pNFact4RH_Cter

pNFact4RH_Cter+Down

pTcGW_FLAG_N

pNFact4Epi_Nter

pNFact4RH_Nter

pNFact4RH+ups_Nter

pTcNeo GFP

pNGFPact4Epi_Cter

fusionada a etiqueta FLAG na posigao carboxi-
terminal, AmpR, NeoR.

Vetor de clonagem recombinatéria contendo a
sequéncia final (535pb) do gene da actina 4 de
T. cruzi fusionada a etiqueta FLAG, AmpR,
NeoRr.

Vetor de clonagem recombinatéria contendo a
sequéncia final (535pb) e wuma regido
downstream (590pb) do gene da actina 4 de T.
cruzi fusionada a etiqueta FLAG, AmpR, NeoR.
Vetor para clonagem, etigueta FLAG N-
terminal, AmpR, NeoR, ccdB, attR.

Vetor epissomal contendo a sequéncia
completa do gene da actina 4 de T. cruzi
fusionada a etiqueta FLAG na posicao amino-
terminal, AmpR, NeoR.

Vetor para clonagem recombinatéria contendo
a sequéncia inicial (500pb) do gene da actina 4
de T. cruzi fusionada a etiqueta FLAG na
posicdo amino-terminal, AmpR, NeoRr.

Vetor para clonagem recombinatoria contendo
a sequéncia inicial (500pb) e uma regido
upstream (500pb) do gene da actina 4 de T.
cruzi fusionada a etiqgueta FLAG na posicéo
amino-terminal, AmpR, NeoR.

Vetor para clonagem, etiqueta GFP C-terminal,
AmpR, NeoR, ccdB, attR.

Vetor epissomal contendo a sequéncia
completa do gene da actina 4 de T. cruzi
fusionada a etiqueta GFP na posi¢éo carboxi-

terminal, AmpR, NeoR.
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Este trabalho

Este trabalho

Batista et al.

publicado
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Moreira et al.

publicado
Este trabalho

O ID de ambos os locus de actina 4 de T. cruzi CL-Brener, bem como as

abreviacdes utilizadas neste trabalho estdo descritos na tabela 2.
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TABELA 2 - GENES

_ Abrevi
Gene ID Anotacao Referéncia

acao

neste trabalho

Trypanosoma cruzi gene
Tc00.1047053503841.40 Actina, putativa CEVALLOS et al. (2011) act4
Tc00.1047053511463.4  Actina, putativa  CEVALLOS et al. (2011) act4

4.2 MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CRESCIMENTO

4.2.1 Cultivo de Trypanosoma cruzi, células Vero.

O clone Dm28c de T. cruzi (CONTRERAS et al., 1985, CONTRERAS et
al., 1988) foi utilizado nas formas epimastigota, tripomastigota metaciclico,
tripomastigota obtido de cultura de células e amastigota obtido de cultura de
células.

Formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT
(CAMARGO, 1964) a 28 °C e com passagens a cada trés dias com inoculo de
1x1068 células/mL. As formas epimastigotas foram coletadas por centrifugagéo no
terceiro dia de cultivo (correspondente a fase logaritmica de crescimento),
quando a densidade celular se apresentou entre 1 - 3 x 107 células/mL.

As formas tripomastigotas metaciclicas foram obtidas através do processo
de diferenciagé&o in vitro em meio TAU (BONALDO et al., 1988).

Para a obtencéo de tripomastigotas e amastigotas, células Vero (ATCC®
ndamero: CRL-2783™) foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 5%
de soro fetal bovino, penicilina 100 Ul/mL, estreptomicina 10 pg/mL e glutamina
2 mM a 37 °C com 5% de COz2. Células com confluéncia entre 50% — 70% foram
infectadas com formas tripomastigotas metaciclicas na razdo de 10 parasitas
para 1 célula. Apés 4h de contato, os parasitas livres no sobrenadante foram
retirados com a troca do meio RPMI 1640. Apds 96h do contato inicial ocorre o
pico de liberacdo das formas tripomastigotas. Para liberacdo dos amastigotas
intracelulares, as células Vero foram lisadas 48 horas apés a infeccdo pelo
método de cavitacdo, utilizando 180 psi de pressdo por 5 minutos com uma

bomba SPAN com gas nitrogénio pressurizado (Parr Instrument Company™).

proteina
Act4
Act4
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Células Vero nao lisadas foram removidas por centrifugacdo 800 g por 10
minutos, e os amastigotas foram recuperados do sobrenadante (BATISTA et
al., 2015).

4.2.2 Cultivo de mieloma (Ag8.65)

As células de mieloma (Ag8.65) foram cultivadas em meio RPMI com 20%
de soro fetal bovino em garrafas de cultura até uma confluéncia de

aproximadamente 7,5 x 107 células, mantidas em estufa de 5% CO2 a 37 °C.

4.2.3 Cultivo de Escherichia coli

As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio LB a 37 °C (SAMBROOK
et al., 1989), sob agitacdo a 200 rpm. O meio sdlido utilizado para o cultivo das

estirpes de E. coli foi obtido pela adi¢cdo de agar (15 g/L) ao meio LB liquido.

4.2.4 Antibi6ticos utilizados

Os antibidticos utilizados e suas concentracdes para o cultivo de E. coli e

T. cruzi podem ser observados na tabela 3.

TABELA 3 — ANTIBIOTICOS UTILIZADOS PARA O CULTIVO DE E. coli E T.
cruzi
ANTIBIOTICO E. coli T. cruzi

Nome comercial Nome IUPAC [ ]
(2R,3S,4R,5R,6R)-5-amino-2-
(aminomethyl)-6-[(1R,2R,3S,4R,6S)-4,6-
. diamino-2-[(2S,3R,4S,5R)-4-
Neomicina (Neo) . - 500 pg/mL
[(2R,3R,4R,5S,6S)-3-amino-6-
(aminomethyl)-4,5-dihydroxyoxan-2-yl]oxy-
3-hydroxy-5-(hydroxymethyl)oxolan-2-
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ylloxy-3-hydroxycyclohexylloxyoxane-3,4-

diol
(2S,5R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-
L phenylacetyllJamino]-3,3-dimethyl-7-oxo-4- 25
Ampicilina (Amp) . _ -
thia-1-azabicyclo[3.2.0]heptane-2- mg/mL

carboxylic acid
(2R,3S,4S,5R,6R)-2-(aminomethyl)-6-
[(1R,2R,3S,4R,6S)-4,6-diamino-3-

25
Canamicina (Km) [(2S,3R,4S,55,6R)-4-amino-3,5-dihydroxy- L -
mg/m
6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-2- g
hydroxycyclohexylloxyoxane-3,4,5-triol
_ 2,2-dichloro-N-[(1R,2R)-1,3-dihydroxy-1-(4- 34
Clorafenicol (Clora) _ . =
nitrophenyl)propan-2-yllacetamide mg/mL
2-[(1R,2R,3S,4R,5R,6S)-3-
(diaminomethylideneamino)-4-
[(2S,3S5,4S,5R)-3-[(2R,3R,4R,5S,6R)-4,5- 50
Estreptomicina dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3- -
mg/mL

(methylamino)oxan-2-ylloxy-4-formyl-4-
hydroxy-5-methyloxolan-2-ylJoxy-2,5,6-
trinydroxycyclohexyl]guanidine
(4S,4aS,5aS,6S,12aR)-4-(dimethylamino)-

o 1,6,10,11,12a-pentahydroxy-6-methyl-3,12- 12,5
Tetraciclina _ -
dioxo-4,4a,5,5a-tetrahydrotetracene-2- mg/mL

carboxamide

4.3 CELULAS QUIMIOCOMPETENTES

Para o preparo de células quimiocompetentes, as estirpes de E. colli BL21
e DH5a foram crescidas em meio LB, contendo os antibidticos adequados, a 37
°C sob agitacdo de 200 rpm até atingir uma D.O.s00nm de 0,5. A cultura foi mantida
por 15 minutos no gelo e aliquotas foram centrifugadas a 4 °C, 10.000 g, durante
10 minutos. As células foram ressuspensas em 200 uL de CaCl. 100 mM +
Hepes 10 mM e incubadas em gelo por aproximadamente 2 horas. As células

foram centrifugadas novamente e o pellet foi ressuspenso em 4 mL de CaCl2 100
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mM + Hepes 10 mM + glicerol 14%. As células foram aliguotadas e congeladas
a-80°C.

Para as transformacdes, SuL de DNA plasmidial foram adicionados a 50
ML de células quimiocompetentes (aproximadamente 1:10 vetor/bactéria) e
incubadas em gelo por 30 minutos. Um choque térmico de 1 minuto e 30
segundos a 42 °C foi feito seguido de resfriamento em gelo por 2 minutos. As
células foram recuperadas em meio LB a 37 °C, durante 1 hora. Posteriormente,
estas células foram plaqueadas em meio sélido seletivo contendo os antibioticos

apropriados.

4.4 MANIPULACAO DE DNA

4.4.1 Mini-preparacao de plasmideos

A extracdo de plasmideos foi realizada com kit de lise alcalina de acordo
com o fabricante QIAGEN.

4.4.2 Oligonucleotideos e PCR

Para a construcdo dos vetores de recombinacdo homdéloga, expressao
heter6loga e epissomal, oligonucleotideos iniciadores foram desenhados
contendo sitios attB (em vermelho) para a clonagem recombinatoria utilizando a
plataforma Gateway® ou sitios de corte para enzimas de restricdo (em verde)

conforme descritos abaixo:

TABELA 4 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES
Primer ™ Sequéncia
gene actina 4
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
act4For 57 °C
CAAAGTACCATCGTGCTG
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGCC

act4dRev 57 °C
CACACGGCGGTTGTGCA



25

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCTCC

act4RH_CterFor 57 °C
GGTACCGACAAGCGCCATCCC
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCACA
act4RH_NterRev 57 °C
GCGTACCCCTGCACTGCC
act4DownFor 57 oC CGATGAGATCTAAGTGAAGTTGAGAGAACTAAGG
contém sitio BglII TCAGTAGA
act4dDownRev 57 oC AAAAAAGCTTACGGGAGCGTCGTCCTTCTGTTTT
contém sitio HindIII GCTTGTGAG
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
act4pDEST17For 57 °C
CAAAGTACCATCGTGCTGG
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAG
actdpDEST17Rev 57 °C

vetor pTcNeo_3xFLAG_C-1

CCCACACGGCGGTTGT

IR1 GWrev 57 °C CACTCCCCAGCGCCACGCAACGCGC
IR2_GWfor 57 °C GACTTGGATTGTATCGGACGGCCGAATAGC
vetor pTcGW_FLAG_N
IR1 GWrev 57 °C CACTCCCCAGCGCCACGCAACGCGC
NeoEcoRIRev 55 °C GGGGGAATTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGA
TAGAA
NeoOutRev 57 °C GAACCTGCGTGCAATCCATC
NeoOutFor 57 °C
vetor pTcNeo_GFP
IR1 _GWrev 57 °C CACTCCCCAGCGCCACGCAACGCGC
IR2_GWfor 57 °C GACTTGGATTGTATCGGACGGCCGAATAGC

A andlise da qualidade de todos os oligonucleotideos foi realizada com o auxilio

do programa online

Oligo Analyzer da IDT -

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

A solucéo de PCR foi preparada com os seguintes reagentes: 0,2 uL de

Taq DNA (Invitrogen®), 1 yuL de cada primer (foward e reverse), 1 uL de DNA
template, 2 uL de MgSO4 50 mM, 4 pL de dNTPs 2,5 mM, 5 uL de tampé&o Taq
DNA polimerase 10x e quantidade suficiente de H20 18.2 para completar 50 pL.


http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
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Os tubos contendo a solucao foram colocados em termociclador (modelo MWG
da Biotech®).

4 .4.3 Eletroforese de DNA

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose em cuba horizontal
(SAMBROOK et al., 1989). Para a corrida eletroforética, foi utilizado o tampé&o
TBE 1X, e o gel foi tratado com brometo de etideo (0,5 ug/mL) e visualizado em
transluminador L-PIX EX (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo — SP) sob luz
ultravioleta a 312 nm.

4.4.4 Digestédo de DNA com endonucleases de restricao

A digestdo de DNA foi feita de acordo com o fabricante da enzima de

restricdo (Invitrogen, GE Healthcare, NEB ou Fermentas).

4.4.5 Ligacao de DNA ao vetor

Para a ligacdo da regido downstream ao plasmideo pNFact4RH_Cter
(contém a sequéncia final do gene act4), este foi digerido por 1 hora e 30 minutos
a 37 °C com 2-5 U enzima Hindlll. A enzima foi entdo inativada pelo calor, 65 °C
por 20 minutos, conforme indicacdo do fabricante. Apds a purificacdo do
plasmideo, o mesmo foi novamente digerido com Bglll. A enzima foi entdo
inativada pela adicao de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), de acordo
com a recomendacédo do fabricante. O DNA foi precipitado com a adicédo de 2
volumes de etanol absoluto e seco a 42 °C e dissolvido em &gua ultrapura estéril.
O inserto (regido downstream) foi digerido e purificado seguindo as mesmas
etapas acima descritas.

Foram utilizadas aproximadamente 70 ng do vetor digerido e 3 a 5 vezes
mais inserto em relacdo a massa do vetor. Ao sistema foi adicionado tampé&o de

ligacdo (1x) e 0,5 a 1U de enzima T4 DNA Ligase. O sistema foi incubado a 16
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°C por aproximadamente 24 horas, dando origem ao vetor
pNFact4RH_Cter+Down. Este vetor foi transformado na bactéria DH5aq,
amplificado e purificado por mini preparacao de plasmideo.

As demais ligagOes foram realizadas utilizando a plataforma Gateway®,

conforme recomendacéo do fabricante (Invitrogen).

4.4.6 Preparo do cassete para recombinacdo homéloga

Para a obtencdo do cassete para recombinagcdo homologa, o vetor
pNFact4RH+Down_Cter foi submetido a digestdo com 2-5 U das endonucleases
Xbal e Hindlll. Ap6s a digestdo completa do vetor pNFact4RH_Cter+Down, 0
cassete foi purificado pelo método do fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. Foram
utilizados aproximadamente 20 pg deste cassete na transfeccédo de formas
epimastigotas de T. cruzi Dm28c, pelo método da eletroporacéo, para a inducéo

da recombinacéo integrativa no DNA genémico do parasita.

4.4.7 Transfeccéo de epimastigotas de T. cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi serdo cultivadas por 3 dias, coletadas
por centrifugacao, ressuspensas em 1 mL de solucdo de eletroporacdo (NacCl
140 mM, Hepes acido 25 mM, Na2HPO4 0,74 mM) e transferidos para cubetas
de eletroporacéo estéreis e pré-resfriadas. Serdo adicionados cerca de 20 ug do
material a ser transfectado. Sera sempre usada uma cubeta contendo apenas a
suspensao de parasitas que serd utilizada como controle. As amostras serao
submetidas a 2 pulsos e transferidas para garrafas de cultura contendo meio LIT
e incubadas. Apés 24 horas de incubacdo sera adicionado o antibibtico
neomicina na concentracdo de 500 pg/mL. As culturas serdo mantidas até a

auséncia de proliferacé@o celular na cultura controle.
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4.4.8 Extracdo de DNA de T. cruzi

A obtencdo do DNA foi realizada mediante extragdo em pequena escala
utilizando cloreto de litio. Para isso, foi utilizada cultura 3 dias de T. cruzi
(aproximadamente 107 parasitas por mL). Da cultura foi retirado 1 mL,
centrifugado por 5 minutos a 6.000 g e lavados 2 vezes com PBS. O pellet foi
ressuspenso em 500 pL de TELT (Tris-HCI 50 mM, EDTA 62,5 mM, LiCIl 2,5 mM
e Triton X-100 4%) e incubado por 5 minutos, vertendo o tubo algumas vezes.
Foram adicionados 300 pL de fenol/cloroférmio e o material foi centrifugado a
13.000 g por 5 minutos. A fase superior da solucéo foi coletada e transferida para
um novo tubo, onde foram adicionados mais 300 uL de fenol/cloroférmio e o
material foi centrifugado novamente. Foram adicionados 2 volumes de etanol
100%, e o material foi centrifugado por 5 minutos a 9.000 g. O sobrenadante foi
descartado e foi adicionado 1 mL de etanol 70% e centrifugado novamente. O
sobrenadante foi descartado e o tubo foi seco em termoblock (Provocell®) a 42
°C. O pellet foi ressuspenso em 50 pL de T.E/RNAse (Tris HCI 10 mM pH 7,4,
EDTA 1 mM pH 8, RNAse 1 mM).

4.5 MANIPULACAO DE PROTEINAS

4.5.1 Expressao e purificacdo da proteina heterdloga actina 4

Para a expressédo da proteina Act4, o gene codificante foi inserido no vetor
de entrada pDONR221, que foi entdo transformado na estirpe DH5a de E. coli
para a obtencéo dos plasmideos pDONRact4. Posteriormente o gene foi inserido
por clonagem recombinatéria no vetor expressdo pDEST17 utilizando a
plataforma Gatway®, o0s vetores resultantes foram entdo transformados na
estirpe DH5a de E. coli originando o plasmideo pDEST17act4, que foi
transformado na estirpe propria para a expressao heteréloga ROSETA gami2 de
E. coli. A transformacao foi plagueada em meio LB contendo os antibidticos
selecionadores ampicilina, estreptomicina, tetraciclina e cloranfenicol (TABELAS
1 E 3), uma coldnia de cada placa foi raspada, inoculada em 300 mL de meio LB
e incubada a 37 °C até atingir uma D.O.s0onm de 0,5, quando, entdo, IPTG (300

pumol/L) foi adicionado as culturas para a indugédo da expressdo das proteinas.
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Um mililitro de cada cultura sem inducao foi guardado, centrifugado a 4 °C, 7.500
rpm por 5 minutos e ressuspenso em 110 pL de tampéo de TBE. Apds 3 horas
de indugéo, o restante da cultura foi centrifugado a 4 °C 7.500 rpm por 10
minutos, lavado por 3 vezes com PBS e o pellet de células ressuspenso em 8
mL de tampé&o de lise (NaH2PO4 100 mM, NaCl 500 mM, Triton x-100 2%), as
amostras foram sonicadas em 5 ciclos de 15 segundos alternados por 15
segundos de repouso em gelo, e entédo centrifugadas a 4 °C a 11.000 rpm por
10 minutos para a separacao das fracdes solluvel e insoluvel. A fracéo insoluvel
foi ressuspensa em 8 mL de TBE. Foram adicionados inibidor de protease PMSF
e E64 em todas as fracoes.

A proteina foi purificada a partir da fracao insolUvel por gel preparativo de
poliacrilamida 12%. A banda correspondente ao tamanho da proteina foi cortada
e eluida por trés vezes em 2 mL de TBE a 4 °C durante 16 horas. As fracdes néo
induzidas, induzidas e eluidas foram analisadas por gel SDS-PAGE com
poliacrilamida 12% (LAEMMLI, 1970). A determinagdo da concentragédo da

proteina Act4 foi estimada pelo método de Bradford 1976.

4.5.2 Obtencéo do extrato protéico de T. cruzi

O extrato protéico de formas epimastigotas foi obtido a partir de culturas
mantidas por 3 dias. As culturas foram contadas, lavadas em PBS e
centrifugadas por 5 minutos a 3000 g e ressuspensas em uma concentracao final
de 10° parasitas/mL em tampdo de amostra [Tris HClI 40 mM, SDS 1%, B-
mercaptoetanol 2,5%, Glicerol 6%, azul de bromofenol 0,005% e coquetel de
inibidor de proteases (Sigma®) em PBS].

Os extratos de tripomastigotas e amastigotas foram obtidos através de
culturas conforme descritos nos itens 3.2.1 e 3.2.2, respectivamente. Os
parasitas foram centrifugados e ressuspensos em tampdo de amostra sem
glicerol e azul de bromofenol. Esses extratos tiveram sua concentragao de

proteinas dosadas segundo protocolo de Bradford (1976).
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4.5.3 Western blot

Western blot foi realizado de acordo com protocolo de Towbin e
colaboradores (1979) com modificacdes. A proteina recombinante actina 4 ou o
extrato lisado de T. cruzi, na concentracéo de 5 x 10° células/poco, foi separado
por SDS-PAGE e transferido para uma membrana de nitrocelulose de 0,5 um. A
membrana foi bloqueada com solucéo de bloqueio (PBS/Tween 0,05% pH 8,0 +
leite desnatado 4%). Apds o blogueio a membrana foi lavada por 3 vezes com
PBS/Tween 0,05% pH 8,0 e incubada com o anticorpo primario diluido em
solucéo de bloqueio por uma hora a temperatura ambiente. ApGs esse tempo a
membrana foi lavada por 3 vezes com PBS/Tween 0,05% pH 8,0, incubada com
0 anticorpo secundario diluido na solucao de bloqueio por 1 hora a temperatura
ambiente e lavada por 3 vezes com PBS/Tween 0,05% pH 8,0. A membrana foi

revelada por quimioluminescéncia pela atividade da peroxidase.

4.6 OBTENCAO DO SORO POLICLONAL E ANTICORPO MONOCLONAL

4.6.1 Obtengé&o do soro policlonal contra actina 4

Para a obtencéo de soro policlonal, 3 camundongos albinos BALB/c (30 a
45 dias de vida) foram inoculados com um peptideo contendo 14 aminoacidos
(VEGTGDGVGGGDGA), correspondendo a uma regido especifica nédo
conservada da sequéncia da actina 4 (ID Tc00.1047053511463.4) de T. cruzi,
obtidos comercialmente (Genscript) conjugado a proteina KLH (Keyhole Limpet
Hemocyanin).

Antes das imunizacdes, foi retirado o soro pré-imune da veia caudal de
todos os animais. Os camundongos foram imunizados com uma solucéo
contendo 50 pg do peptideo e 77 pL de adjuvante hidroxido de aluminio gel, por
via intraperitoneal. Foram realizados quatro in6culos com intervalo de duas
semanas cada. O ultimo indculo foi realizado por via intravenosa sem a presenca
do adjuvante. Trés dias apos o ultimo inoculo, o sangue dos animais foi coletado
por puncédo cardiaca, centrifugado por 5 minutos a 2.000 g, e coletado o soro

policlonal. O soro foi aliquotado e mantido em freezer a -70 °C.
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O uso de animais seguiu as normas do Comité de Etica para Utilizag&o
de Animais da Fiocruz (CEUA protocolo P-47/12-3, licenga LW 15/13).

4.6.2 Analise de especificidade do soro

A especificidade do soro produzido foi verificada por ensaio Western blot

e imunofluorescéncia.

4.6.3 Obtencéo de anticorpos monoclonais

Os bacos dos camundongos previamente imunizados (e previamente
sangrados para a obtencéo de soro policlonal contra a actina 4) foram retirados
para obtencdo de linfocitos B. Os linfocitos B e células de mieloma foram
fusionados utilizando polietilenoglicol (PEG) de acordo com o protocolo de
Phillips (1973). Para isto os bacos foram macerados e mergulhados em meio
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) sem a adicao de soro fetal bovino
e filtrados em pipeta com filtro de nylon. Apds a filtragem o volume foi completado
com RPMI para 50 mL e centrifugado por 10 minutos a 0,5 g. O sobrenadante
foi descartado e ressuspenso em RPMI com solucao de lise (Cloreto de ambnia
gelado) e incubado por 5 minutos no gelo. A solucao foi centrifugada a 0,5 g. por
10 minutos, assim como as células de mieloma. As células foram lavadas em
meio RPMI sem soro e, posteriormente a mais uma centrifugacédo, foram
ressuspensas em 10 mL de RPMI. As células foram contadas e colocadas numa
proporcao de 1:5 de mieloma e esplendcitos, centrifugadas por 10 minutos a 0,5
g. O sobrenadante foi descartado, e ao pellet de células foi adicionado
lentamente 1 mL de PEG 50% diluido em meio RPMI por 2 minutos em banho-
maria a 37 °C. A essa solucdo também foi adicionado mais 9 mL de RPMI. A
solucéo foi centrifugada novamente e o pellet foi ressuspenso em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), em uma concentracéo final
de 2,5 x 108 células/mL. A suspensdo celular foi distribuida em placas de 96
pocos (100 pL por pogo). Apos 24 horas da fusdo, foram adicionados 100 pL de

meio HAT (Hipoxantina, Aminopterina e Timidina) por po¢o. O meio de cultura
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foi trocado a cada 48 horas. Apds 15 dias o meio HAT foi substituido pelo meio
HT e apds 19 dias pelo meio RPMI com SFB.

ApGs as células atingirem uma confluéncia de dois tercos do fundo do
poco, foi realizado a identificacdo dos anticorpos de interesse pelo método de
ELISA (MAZZAROTTO, 2009). Para isto, a proteina actina 4 recombinante foi
utilizada para a sensibilizacdo das placas de ELISA. A proteina foi ressuspensa
em tampao de sensibilizacdo (NaCOs 0,16 %, NaHCO 0,28 % pH 9,6) em
concentracOes decrescentesde 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,612 ug por poco, 100
puL de suspencéo protéica foi adicionada por poco em placa de 96 pocos, e
incubada a 4 °C por 16 horas. Apds esse periodo, as placas foram lavadas 5
vezes com tamp&do PBS/Tween 20 0,01%. As placas foi adicionado 100 pL de
tampéao de bloqueio (PBS + 5% de leite em p6 desnatado) por poco e incubados
por 30 minutos a temperatura ambiente. As placas foram lavadas 5 vezes com
200 pL por pogo com PBS/Tween 20 0,01%. O soro policlonal foi utilizado nas
diluicbes de 1:200 e 1:500, diluido em tamp&o de bloqueio em um volume final
de 100 pL por poco e incubados a 37 °C por 45 minutos. As placas foram lavadas
novamente com PBS/Tween 20 0,01% e foi adicionado 100 uyL de anticorpo
secundéario anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase a uma diluicdo de
1:1200, diluido em tampéo de bloqueio. As placas foram incubadas por 45
minutos a 37 °C. Apo0s a incubacao as placas foram lavadas e adicionados 100
puL por poco do substrato (orto-fenileno-diamina 0,1%, peréxido de hidrogénio
30%, tampao citrato) e incubados por 10 minutos a temperatura ambiente. Foi
adicionado entdo 100 pL de solucdo de interrupcdo da reacéo (Acido sulfarico
1M), e as placas foram lidas em leitor de ELISA Biotek® EL800 a 450 nm.

Os hibridomas que secretarem o0s anticorpos de interesse serdo
submetidos a ensaios de criopreservacdo (MAZZAROTTO, 2009) e os mais
estaveis serdo selecionados para clonagem em diluicdo limitante. O sistema
SBA Clonotyping-HRP (Southern Biotech'™) baseado em captura de ELISA sera
utilizado para identificar o isotipo do clone para anticorpo monoclonal, de acordo
com as indicagOes do fabricante. Os hibridomas positivos serdo criopreservados

em nitrogénio liquido.
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4.7 ANALISE DA EXPRESSAO DE ACTINA 4

O perfil de expressédo da actina 4 sera analisado em ensaios de Western
blot, onde extratos protéicos de T. cruzi, obtidos a partir das diferentes formas
de desenvolvimento do parasita, serdo fixados em membrana de nitrocelulose e
entdo incubados com soro policlonal ou anticorpos monoclonais (purificados)

contra actina 4 e revelados pela atividade da peroxidase.

4.8 IMUNOLOCALIZACAO POR IMUNOFLUORESCENCIA

Para os ensaios de imunofluorescéncia, os parasitas foram fixados em
formaldeido 4% em tampé&o fosfato 0,1 M pH 7,2 por 30 minutos e depositados
em laminulas tratadas com poli-L-lisina. Ap6s 30 minutos de incubacao, as
laminulas foram lavadas trés vezes por 10 minutos (cada lavagem) com PBS e
incubadas por 5 minutos com Triton X-100 a 0,1% diluido em PBS a temperatura
ambiente. As laminulas foram novamente lavadas com PBS e incubadas em
solugcdo de bloqueio (PBS pH 8,0 + BSA 3%) por uma hora a temperatura
ambiente. A solucdo de blogueio foi retirada e o anticorpo primario de interesse
diluido em solucéo de bloqueio foi incubado por 1 hora. As laminas foram lavadas
com solucao de blogueio por 3 vezes de 10 minutos cada, e incubadas por uma
hora com o anticorpo secundario de interesse conjugado ao fluorocromo Alexa-
Fluor (Sigma®), na diluicdo 1:600 em solucdo de bloqueio. As laminas foram
lavadas com solucdo de bloqueio por 3 vezes de 10 minutos cada,
posteriormente com PBS por 3 vezes de 10 minutos cada. O corante de DNA
Hoechst 33258 foi adicionado e incubado por 20 minutos. As laminas foram
lavadas em dgua e montadas com o reagente Prolong® Gold antifade sobre uma
laminula de microscopia 6tica, e observadas em microscopio de epifluorescéncia

com sistema de deconvolugéo.
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5. RESULTADOS

Trabalhos anteriores que mostraram a localizacdo celular e expresséo da
actina nas diferentes formas de Trypanosoma cruzi, utilizaram soro policlonal
obtido de camundongos imunizados com a proteina actina 1. Devido a grande
similaridade entre todas as proteinas actina de T. cruzi, € possivel que este soro
esteja reconhecendo mais de uma isoforma simultaneamente. Assim, para a
caracterizacao especifica de cada uma destas actinas, se torna indispensavel a
obtencdo de ferramentas que possam identificar cada isoforma de maneira
individual. Dentro deste contexto, o presente trabalho pretende elucidar questdes
referentes a biologia celular de T. cruzi quanto a localizacao, possivel funcéo e
expressao diferenciada da actina 4 nas diferentes formas de desenvolvimento
do parasita. Para isso, duas abordagens distintas, porém complementares estao
sendo utilizadas. Primeiramente foram obtidos parasitas transfectantes
expressando a actina 4 fusionada a uma etiqueta comercial, para posterior
imunolocalizacdo subcelular em formas epimastigotas. Futuramente, a
imunoprecipitacdo desta proteina recombinante também permitird a analise das
proteinas a ela associadas por meio de espectometria de massa. Outra
abordagem sera a producédo de anticorpo monoclonal que permitira a andlise da
expressdo e localizacdo subcelular da proteina nos diferentes estagios
evolutivos do parasita, a fim de corroborar e complementar os resultados obtidos

nas formas epimastigotas.

5.1 CONTRUCAO DO PLASMIDEO PARA A EXPRESSAO DA PROTEINA

actina 4

Para a imunizacdo dos animais e posterior obtencéo do soro policlonal e
anticorpo monoclonal, foram utilizados peptideos conjugados a KLH (conforme
o item 4.6 em Material e Métodos), afim de obter uma resposta especifica contra
a actina 4. Uma vez que durante uma posterior triagem dos anticorpos
monoclonais por ELISA ndo seria possivel determinar quais clones estariam
reconhecendo a sequéncia de peptideos da actina e 0s que estariam

reconhecendo KLH (apenas peptideos conjugados a KLH foram obtidos), foi
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realizada a expressao heterdloga em bactéria da actina 4 para ser utilizada na
sensibilizagdo das placas de ELISA. Para isto, o gene act4 foi primeiramente
clonado em vetor proprio para a ligacdo de fragmentos de attB PCR
(pDONR221), originando o plasmideo pDONRact4. Este plasmideo foi
sequenciado para a confirmacdo da identidade dos insertos (dado né&o
mostrado), e o gene act4 foi subclonado em vetor de superexpressao pDEST17
através da plataforma Gateway®. O vetor pDEST17 contendo o inserto foi
transformado na estirpe DH5a de E. coli dando origem ao plasmideo
pDEST17act4. Coldnias resistentes ao antibiotico ampicilina foram crescidas em
meio LB liquido para a extracdo do DNA plasmidial. A confirmacéo da clonagem
foi realizada por PCR de colénia com os oligonucleotideos iniciadores
act4pDEST17for x act4pDEST17rev (Figura 4).

O tamanho esperado para a actina 4 (aproximadamente 1340 pb) foi
compativel com o tamanho das bandas amplificadas, tendo sido positivas todas
as colonias testadas. A colbnia 1 foi escolhida para amplificacéo e extracdo do
plasmideo que foi transformado na bactéria E. coli Rosetta-gami 2 para
expressao heterdloga e posterior purificacdo da proteina actina 4. Esta estirpe
foi escolhida por apresentar como caracteristicas a expressdo de sete tRNAs
para cédons raros, além de formar pontes dissulfeto. A identidade do inserto foi

confirmada por sequenciamento (dado ndo mostrado).

1

SeCI P TR

1000 pb} 4

Figura 4: PCR de colbénia. PCR das colbnias transformantes de DH5a de E. coli contendo
o plasmideo pDEST17act4 utilizando o par de oligonucleotideos iniciadores act4pDEST17for
x act4pDEST17rev que amplifica um produto de 1343 pb). (MW) Marcador de peso molecular
1 Kb; (1) Controle positivo com DNA gendmico de T. cruzi; (2 — 10) Coldnias transformantes.
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Apbs a inducédo da Act4 foi verificado que a proteinas encontravam-se na
fracdo insolavel. As proteinas foram purificadas a partir dos extratos insoluveis
por gel preparativo e a banda correspondente a proteina foi eluida com tampéao
TBE por trés vezes, durante 24 horas cada, a 4 °C. Todas as fracdes foram

analisada em gel SDS-PAGE com poliacrilamida 12% (Figura 5).

50kDa

Figura 5: Gel SDS-Page 12 % das frac6es de actina 4. (MW) Marcados de peso molecular ;
(1) Extrato de E. colli Rosetta-gami 2; (2) Extrato bruto n&o induzido; (3) Fracao total induzida;
(4) Fragéo solavel; (5) Fragédo insoluvel, (6) Eluido 1; (7) Eluido 2; (8) Eluido 3.

Para confirmar a presenca da proteina de interesse, todas as fracbes
foram submetidas a Western blot utilizando anticorpo primario contra histidina,
uma vez que a proteina heteréloga foi fusionada a uma cauda de histidina. Assim
como observado no gel SDS-PAGE (Figura 5), tanto as fragdes insolUveis quanto
os eluidos a partir de gel preparativo revelaram a presenca da proteina, enquanto

gue na fracdo soluvel nenhuma banda foi observada (Figura 6).
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Figura 6: Confirmacao da presenca da Actina 4 recombinante na fracdo insolivel e nos
eluidos através de ensaio de Western Blot utilizando anticorpos anti-histidina. As fracGes
foram fixadas em membrana de nitrocelulose, incubadas com anticorpo monoclonal anti-histidina
e reveladas pela atividade da fosfatase alcalina.(1) Extrato de E. colli ROSETA gamiZ2; (2) Extrato
bruto ndo induzido; (3) Fracéo total induzida; (4) Fracdo sollvel; (5) Fracao insolavel, (6) Eluido
1; (7) Eluido 2; (8) Eluido 3.

A proteina purificada foi armazenada a -20 °C e esta sendo utilizada para

a sensibilizacédo de placas de ELISA para triagem dos anticorpos monoclonais.

5.2 CONSTRUCAO DO CASSETE PARA MUTAGENESE
5.2.1 Construcao do cassete pNFact4RH_Cter+Down

Para a obtencdo dos parasitas transfectantes com uma das cépias do
gene da actina 4 fusionada a etiqueta comercial FLAG, foi construido um cassete
para recombinacdo homadloga, contendo a porc¢ao final (Gltimos 535 pb) do gene
da actina 4 fusionada a etiqueta Flag na posicéo carboxi-terminal, e a regido
intergénica downstream (590pb) (vetor pNFact4RH_Cter+Down). Esse cassete
foi construido em duas etapas.

Primeiramente, a sequéncia final do gene da actina 4, correspondente aos
altimos 535 nucleotideos foi amplificada por PCR e inserida no vetor via
plataforma Gateway®. Paralelamente, a por¢do downstream do gene act4 foi
também amplificada por PCR. As reacdes de PCR foram realizadas com os
oligonucleotideos act4RH_CterFor x actdrev (act4), e act4dDownFor X
act4DownRev (downstream). As condigcdes das PCRs foram: desnaturacdo
inicial 95 °C por 4 minutos, desnaturagcédo 95 °C por 30 segundos, anelamento
57 °C por 30 segundos, extensao 72 °C por 30 segundos, extensao final por 4

minutos. Os produtos das amplificagdes estdo mostrados na Figura 7.
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Figura 7: PCR da porc¢éo final do gene da actina 4 e da regido downstream. (A) PCR da
porcao final do gene da actina 4 com os oligonucleotideos iniciadores act4RH_CterFor x act4Rev
(amplifica 535 nucleotideos); (B) PCR da regido downstream do gene da actina 4 com os
oligonucleotideos iniciadores act4DownFor x act4DownRev (amplifica 590 nucleotideos). (MW)

Marcador de peso molecular 1 Kb.

Apos a ligagdo da sequéncia final do gene act4 ao vetor de entrada
pDONR221 (Figura 8) e subclonagem no vetor contendo a etiqueta comercial
FLAG (Figura 9), foi obtido o plasmideo pNFact4RH_Cter (contém a sequéncia
final do gene act4), que foi entéo ligado ao produto purificado da PCR da regiao
downstream (Figura 7-B). A ligacéo foi realizada pela digestdo do vetor e do
inserto com as enzimas Hind Il / Xba |, conforme descrito no item 4.4.5. Apos
ligar os 2 fragmentos, o vetor resultante foi transformado na bactéria E. coli DH5a
originando o plasmideo pNFact4RH_Cter+Down. Para a triagem das coldnias
positivas foi realizada a técnica de toothpick e PCR de coldnia (Figura 10). As
condi¢cbes das PCRs foram as mesmas acima descritas.

A colbnia positiva 4 foi escolhida para expansdo e purificagcdo do
plasmideo, que foi entdo linearizado pela digestdo com as enzimas
EcoRV/Hindlll (Figura 11) para a obtencdo do cassete de transfeccdo para
recombinacdo homologa. A figura 12 mostra um mapa do cassete usado na

transfeccao.
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1.000pb

500 pb

Figura 8: PCR de colénia. PCR das colbnias transformantes de DH5a de E. coli
pDONRact4C_ter com os oligonucleotideos iniciadores act4RH_CterFor x act4Rev (amplifica
535 nucleotideos). (MW) Marcador de peso molecular 1 Kb; (1) Controle positivo com DNA

gendmico de T. cruzi; (2 — 7) Colbnias transformantes 1 a 6.

MW 1 2 3 4: 5 7

1.000 pb

500 pb

Figura 9: PCR de col6nia. PCR das colbnias transformantes de DH5a de E. coli
pTcNeoFLAG_act4 com os oligonucleotideos iniciadores act4RH_CterFor x act4Rev
(amplifica 535 nucleotideos). (MW) Marcador de peso molecular 1 Kb; (1) Controle positivo

com DNA gendmico de T. cruzi; (2 — 7) Colbnias transformantes 1 a 6.
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Figura 10: Triagem das colbnias positivas contendo o plasmideo pNFact4+Down. (A)
Toothpick das coldnias transformantes de E. coli DH5a pNFact4RH_Cter+Down 1 a 28. (B)
PCR das colbnias transformantes de E. coli DH5a pNFact4RH_Cter+Down, numeros impares
com a combinagdo de oligonucleotideos iniciadores act4RHfor x intg1 R’ (amplifica 813
nucleotideos) e nimeros pares com a combinac¢éo de oligonucleotideos iniciadores Intg2F’ x
actdDownrev (amplifica 654 nucleotideos). (1) e (2) Colbnia 2; (3) e (4) Colbnia 3; (5) e (6)
Coldnia 4; (7) e (8) Coldnia 12; (9) e (10) Colbnia 13; (11) e (12) Coldnia 22. (MW) Marcador

de peso molecular 1 Kb.

Mw 1 2 3 -

3.000 pb

2.000 pb

Figura 11: Linearizacdo do plasmideo pNFact4RH_Cter+Down por digestdo com as
enzimas EcoRV/Hindlll. (MW) Marcador de peso molecular 1 Kb; (1) Plasmideo ndo digerido;

(2 — 4) Produto da digestéo apés 2h (aproximadamente 3.000 pb).



41

1000l 20001 3o00!
UbiquitinR @ W R neomydn phosphotransferase ] "2 Coown >
|

3xFLAG

Figura 12: Mapa do cassete de transfeccdo pararecombinacdo homéloga. O cassete possui
o fragmento final do gene da actina 4 fusionado a etiqueta Flag na posi¢do C-terminal, o gene
de resisténcia a neomicina e um fragmento downstream do gene da act4

O cassete foi transfectado em formas epimastigostas de T. cruzi Dm28c,
pelo método da eletroporacgdo, para a indugdo da recombinacédo integrativa no
DNA gendmico do parasita. No entanto, apés a morte dos parasitas controle e
consequente selecdo dos parasitas contendo o cassete, ndo foi possivel
confirmar o l6cus correto da recombinacdo por PCR. Também nao foi possivel
imunolocalizar a etigueta FLAG nem por Wester blot nem por
imunofluorescéncia.

Uma nova transfeccdo foi realizada e novamente nao foi possivel
confirmar a recombinacéo, desta forma passou-se entdo para as construcdes

epissomais, embora uma nova transfecgcéao deste cassete esteja em andamento.

5.3 CONSTRUCAO DOS VETORES EPISSOMAIS

Como metodologia alternativa aos cassetes para recombinacdo
homologa, cuja eficiéncia em T. cruzi € muito baixa, constru¢des epissomais
também foram produzidas. As constru¢cfes epissomais possuem um promotor
especifico de T. cruzi seguido pela sequéncia completa do gene act4 fusionada
a etiqueta FLAG na posicdo amino ou carboxi-terminal, ou a etiqueta GFP na
posicdo carboxi-terminal.

Embora vetores epissomais possam levar a super-expressao da proteina
recombinante, esta metodologia possui como vantagens a facilidade na
construcdo do vetor e maior probabilidade de obtencdo de parasitas

geneticamente modificados ap0ds a selegcdo com antibidticos.
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5.3.1 Construcao dos vetores pNFact4Epi_Cter e pNFact4Epi_Nter

Os vetores epissomais pNFact4Epi_Cter e pNFact4Epi_Nter foram
construidos utilizando a plataforma Gateway®. Para isto, a sequéncia completa
do gene act4 foi clonada em vetor de entrada pDONR221 e posteriormente
subclonada em dois vetores distintos, o vetor pTcNeo 3xFLAG_C-1 cuja
etiqueta FLAG encontra-se na posicdo carboxi-terminal, e o vetor
pTcGW_FLAG_N, cuja etigueta FLAG encontra-se na posicado amino-terminal.
O gene act4 foi amplificado por PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores
act4For x act4Rev. As condi¢cdes da PCR foram: desnaturacao inicial a 95 °C por
4 minutos, desnaturagéo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 57 °C por 30
segundos, extensdo a 72 °C por 1minuto e 30 segundos (estas trés ultimas
etapas foram repetidas 30 vezes), e extensédo final a 72 °C por 4 minutos. O
produto da PCR foi inserido no vetor pDONR221, transformado na bactéria E.
coli DH5a (Figura 13), crescida em placa contendo o antibiético de selecéo
estreptomicina, e apdés purificacdo obteve-se o plasmideo pDONRact4.

O gene foi subclonado em dois vetores distintos, pTcNeo 3xFLAG_C-1 e
pTcGW_FLAG_N, posteriormente transformados na bactéria E. coli DH5aq,
crescida em placa contendo o antibiético de sele¢cdo canamicina, e apoés
purificacdo dos plasmideos obteve-se os vetores epissomais pNFact4Epi_Cter
(Figura 14) e pNFact4Epi_Nter (Figura 15), respectivamente. Estas constru¢cdes
foram confirmadas por PCR e sequenciamento.

As figuras 16 e 17 mostram os mapas dos vetores pNFact4Epi_Cter (para
expressao da actina 4 fusionada a Flag na porcéo C-terminal) e pNFact4Epi_Nter
(para expressdo da actina 4 fusionada a Flag na porcdo N-terminal),

respectivamente.
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Figura 13: PCR de colbnia dos transformantes para pDONRact4. PCR das colbnias
transformantes de DH5a de E. coli contendo o vetor pPDONRact4C_ter com os oligonucleotideos
iniciadores act4For x act4Rev (amplifica 1340 nucleotideos). (MW) Marcador de peso molecular
1 Kb; (1 — 10) Colbnias transformantes; (11) Controle positivo com DNA genémico de T. cruzi.

MW 1 2 3 456728

Figura 14: PCR de colbnia dos transformantes para pNFact4Epi_Cter. PCR das coldnias
transformantes de DH5a de E. coli contendo o vetor pNFact4Epi_Cter com os oligonucleotideos
iniciadores act4For x act4Rev (amplifica 1340 nucleotideos). (MW) Marcador de peso molecular

1 Kb; (1 — 8) Colbnias transformantes.

MW 1 2 3 4

2000 pb
1600 pb

1000 pb

Figura 15: PCR de colbnia dos transformantes para pNFact4Epi_Nter. PCR das colbnias
transformantes de DH5a de E. coli contendo o vetor pNFact4Epi_Nter com os oligonucleotideos
iniciadores act4For x act4Rev (amplifica 1340 nucleotideos). (MW) Marcador de peso molecular

1 Kb; (1 — 4) Colbnias transformantes.
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Apoés a purificacdo dos plasmideos e obtencdo dos vetores epissomais
pNFact4Epi_Cter e pNFact4Epi_Nter, estes foram transfectados separadamente
em formas epimastigotas de T. cruzi. Cerca de 20 pg dos vetores foram utilizados
por transfeccdo. Apos a morte do controle, foi feita a extracdo do DNA do parasita
e realizada a confirmacao da presenca do vetor por PCR com combinacfes de
oligonucleotideos iniciadores que anelam no vetor e na sequéncia da actina 4.
As condicbes da PCR foram: desnaturacdo inicial a 95 °C por 4 minutos,
desnaturacao a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C por 30 segundos,
extensdo a 72 °C por 2 minutos (estas trés ultimas etapas foram repetidas 30

vezes), e extensao final a 72 °C por 4 minutos.

\
__— actdFor (1569 .. 1616)

[

pNFact4Epi_Cter
7012 bp

actdRev (2854 .. 2899)
Figura 16: Mapa do vetor pNFact4Epi_Cter. O vetor contém promotor, a sequéncia

codificadora completa do gene act4 de T. cruzi fusionada a etiqueta FLAG na por¢éo C-terminal

e 0 gene de resisténcia ao antibiético neomicina.
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pNFact4Epi_Nter
7054 bp

\
actdFor (3061 .. 3108)

Figura 17: Mapa do vetor pNFact4Epi_Nter. O vetor contém o promotor 18S, a sequéncia
codificadora completa do gene act4 de T. cruzi fusionada a etiqueta FLAG na por¢édo N-terminal

e 0 gene de resisténcia ao antibiético neomicina.
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Figura 18: PCR de T. cruzi transfectado com pNFact4Epi_Cter. PCR de T. cruzi transfectado
com pNFact4Epi_Cter com oligonucleotideos iniciadores que anelam no vetor e na actina
recombinante. (MW) Marcador de peso molecular 1 Kb plus; (1) NeoOutRev x act4RH_CterFor
(amplifica 1182 nucleotideos); (2) act4For x IR1_GWrev (amplifica 1557 nucleotideos).
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Figura 19: PCR de T. cruzi transfectado com pNFact4Epi_Nter. PCR de T. cruzi transfectado
com pNFact4Epi_Nter com oligonucleotideos iniciadores que anelam no vetor e na actina
recombinante. (MW) Marcador de peso molecular 1 Kb plus; (1) Neo Out F’ x act4Rev (amplifica
1955 nucleotideos); (2) NeoOutFor x act4RH_NterRev (amplifica 1177 nucleotideos); (3)
IR1_GWrev x act4RH_CterFor (amplifica 728 nucleotideos).

Ambas as construgdes foram confirmadas por PCR (Figuras 18 e 19). Foi
obtido entéo o extrato protéico dos parasitas para a confirmagéo da presenca da
actina recombinante através de ensaio de Western blot utilizando anticorpo anti-
Flag. A presenca da actina 4 fusionada a etiqueta Flag C-terminal (Figura 20) e
N-terminal (Figura 21) foi confirmada. Os tamanhos foram compativeis com os
tamanhos esperados de 50,6 kDa para actina 4 com Flag C-terminal, e 51,2 kDa

para actina 4 com Flag N-terminal.

50 kDa

Figura 20: Confirmac&o da construcdo pNFact4Epi_Cter por Western blot . Western blot de
extrato de formas epimastigotas de T. cruzi transfectados com o vetor pNFact4Epi_Cter. As
proteinas do extrato foram separadas por gel SDS-PAGE 12 %, fixadas em membrana de
nitrocelulose, incubadas com anticorpo anti-FLAG e reveladas pela atividade da fosfatase
alcalina. (1) Extrato de epimastigotas de T. cruzi transfectados com o vetor pNFact4Epi_Cter. (2)

Extrato de epimastigota tipo selvagem.
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50 kDa

Figura 21: Confirmacéo da construcdo pNFact4Epi_Nter por Western blot. Western blot de
extrato de formas epimastigota de T. cruzi transfectados com o vetor pNFact4Epi_Nter. As
proteinas do extrato foram separadas por gel SDS-PAGE 12 %, fixadas em membrana de
nitrocelulose, incubadas com anticorpo anti-FLAG e reveladas pela atividade da fosfatase
alcalina. (1) Extrato de epimastigota tipo selvagem. (2) Extrato de epimastigota de T. cruzi

transfectados com o vetor pNFact4Epi_Nter.

5.3.2 Construcao do vetor pNGFPact4Epi_Cter

O vetor epissomal contendo a etiqueta GFP foi construido utilizando a
plataforma Gateway®. Para isto, a sequéncia completa do gene act4 foi clonada
em vetor de entrada pDONR221 e, posteriormente, subclonada no vetor
pTcNeo GFP_C-1 cuja etiqueta GFP encontra-se na posi¢cao carboxi-terminal.

Este vetor possui como vantagem em relacdo aos outros vetores
epissomais, o fato de a etigueta GFP (green fluorescent protein) ser uma
proteina auto-fluorescente, sendo assim possivel a observagédo direta da sua
localizac&o subcelular in vivo, sem a necessidade da utilizacdo de anticorpos
para sua vizualizacao (embora possa ser utilizado um anticorpo anti-GFP para a
amplificacdo do sinal).

Para esta construcéo, o gene act4 que havia sido previamente clonado no
vetor pDONR221 (descrito no item anterior 5.3.1), originando o plasmideo
pDONRact4, foi subclonado no vetor pTcNeo GFP_C-1, transformado na
bactéria E. coli DH5aq, crescida em placa contendo o antibiotico de selecéo
canamicina, e apos purificacdo do plasmideo obteve-se o vetor epissomal

pNGFPact4Epi_Cter (Figura 22). Esta construcao foi confirmada por PCR e
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sequenciamento. As condi¢cdes da PCR foram: desnaturacao inicial a 95 °C por
4 minutos, desnaturagéo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 57 °C por 30
segundos, extensdo a 72 °C por 1 minuto e 30 segundos (estas trés ultimas
etapas foram repetidas 30 vezes), e extensao final por 4 minutos. A figura 23

mostra 0 mapa do vetor pNGFPact4Epi_Cter.

2000
1600

1000 pb

Figura 22: PCR de colbnia dos transformantes para pNGFPact4Epi_Cter. PCR das colbnias
transformantes de DH5a de E. coli pPNGFPact4Epi_Cter com os oligonucleotideos iniciadores
actdFor x act4Rev (amplifica 1340 nucleotideos). (MW) Marcador de peso molecular 1 Kb; (1)

Colbnia transformante.

ApoOs a purificacdo dos plasmideos e obtencdo do vetor epissomal
pNGFPact4Epi_Cter, este foi transfectado em formas epimastigotas de T. cruzi.
Cerca de 20 pg do vetor foi utilizado para a transfeccdo. Ap6s a morte do
controle, foi feita a extracdo do DNA do parasita e realizada a confirmacéo da
presenca do vetor por PCR com combinacdes de oligonucleotideos iniciadores
gue anelam no vetor e na sequéncia da actina 4 (Figura 24). As condicdes da
PCR foram: desnaturacao inicial a 95 °C por 4 minutos, desnaturacdo a 95 °C
por 30 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos, extensédo a 72 °C por 2
minutos (estas trés Ultimas etapas foram repetidas 30 vezes), e extensao final

por 4 minutos.
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Figura 23: Mapa do vetor pNGFPact4Epi_Cter. O vetor contém promotor, a sequéncia
codificadora completa do gene act4 de T. cruzi fusionada a etiqueta GFP na por¢ao C-terminal e

0 gene de resisténcia ao antibiético neomicina.
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Figura 24: PCR de T. cruzi transfectado com pNGFPact4Epi Cter. PCR de T. cruzi
transfectado com pNFact4Epi_Cter com oligonucleotideos iniciadores que anelam no vetor e na
actina recombinante. (MW) Marcador de peso molecular 1 Kb; (1) act4RH_CterFor x GFPIrev

(amplifica 1760 nucleotideos);

A confirmacéo da expressao da actina 4 fusionada a GFP foi realizada por
Western blot utilizando anticorpo anti-GFP. O tamanho foi compativel com
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esperado, de aproximadamente 77 kDa (50 kDa da actina 4 e 26,7 kDa do GFP)
(Figura 25).

Figura 25: Confirmacado da construcdo pNGFPact4Epi_Cter por Western blot. Western blot
de extrato de formas epimastigota de T. cruzi transfectados com o vetor pNGFPact4Epi_Cter. As
proteinas do extrato foram separadas por gel SDS-PAGE, fixadas em membrana de
nitrocelulose, hibridizadas com anticorpo anti-GFP e reveladas pela atividade da fosfatase
alcalina. (1) Extrato de epimastigota tipo selvagem. (2) Extrato de formas epimastigota de T. cruzi

transfectados com o vetor pNGFPact4Epi_Cter.

5.4 OBTENCAO DO SORO POLICLONAL E TESTE DE ESPECIFICIDADE

Para a obtencao do soro policlonal, 3 camundongos foram inoculados com
peptideo obtido comercialmente (Genscript®) contendo 14 aminoacidos
correspondendo a uma regido especifica ndo conservada da sequéncia da actina
4 (ID Tc00.1047053511463.4) de T. cruzi, conjugado a proteina KLH. O
reconhecimento pa proteina actina 4 pelo soro imune foi testada por Wester blot
e Dot blot. Para o Western blot, o extrato lisado de epimastigotas foi separado
por SDS-PAGE e transferido para uma membrana de nitrocelulose e testado
contra o soro policlonal da actina 4 na diluicdo 1:500. Como controle positivo foi
utilizado o soro policlonal contra dinamina (Gongalves, dados nao publicados),
uma proteina GTPase que participa da formacdo de vesiculas, com peso
molecular de aproximadamente 73 kDa. Os tamanhos observados foram
compativeis com o tamanho da actina 4 e da dinamina. Ja para o Dot blot, 500
ng da actina 4 recombinante foi usada para impregnar uma membrana de

nitrocelulose (sob vacuo) e, posteriormente, testada contra trés concentracdes
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do soro policlonal, 1:1000, 1:2000 e 1:3000. Como controle negativo da reacéo
foi utilizado o soro pré-imune na concentragdo de 1:1000 e como controle
positivo foi utilizado soro contra cruzipaina (BATISTA et al., 2014) (Figura 26).

64,2 kDa - "
PRE-IMUNE SORO POLICLONAL CTRL+

1:1000 1:1000 1:2000 1:3000 CZP 1:1000

Figura 26: Confirmac&o do reconhecimento da actina 4 pelo soro policlonal. (A) Western

48.8 kDa -

blot de extrato de formas epimastigota de T. cruzi. As fracdes foram fixadas em membrana de
nitrocelulose, hibridizadas com soro policlonal contra actina 4 de T. cruzi e reveladas pela
atividade da fosfatase alcalina. A banda de baixo corresponde a actina 4 (peso molecular 45.9
kDa) e a banda de cima corresponde a dindmina (peso molecular 72,9 kDa). (B) Dot blot com
500 ng da actina 4 recombinante. Lane 1, soro pré-imune na diluicdo 1:1000; Lane 2, soro imune
na diluicdo 1:1000; Lane 3, soro imune na diluicdo 1:2000; Lane 4, soro imune na diluigdo 1:3000;
Lane 5, controle positivo com 500 ng de cruzipaina recombinante e soro policlonal anti-cruzipaina
na diluicao 1:1000.

A especificidade no reconhecimento da actina 4 foi testada por Dot blot,
onde 500 ng das proteinas recombinantes actina 4, actina 2 (isoforma exclusiva
de T. cruzi) e actina 1 (isoforma mais conservada de T. cruzi) foram usadas para
impregnar uma membrana de nitrocelulose (sob vacuo) e posteriormente
testadas contra o soro policlonal na concentracdo de 1:1000. Somente a lane 6

contendo a actina 4 recombinante foi positiva (Figura 27).
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Figura 27: Teste de especificidade do soro policlonal contra actina 4. Dot blot com 500 ng
das proteinas recombinantes purificadas actina 1, 2 e 4 testadas contra o soro policlonal da actina
1 e 4 na diluicdo de 1:1000. (1) Proteina actina 1 recombinante testada contra o soro da actina 1
(controle positivo); (2) Proteina actina 2 recombinante testada contra o soro da actina 1; (3)
Proteina actina 4 recombinante testada contra o soro da actina 1; (4) Proteina actina 1
recombinante testada contra o soro da actina 4; (5) Proteina actina 2 recombinante testada contra

o0 soro da actina 4; (6) Proteina actina 4 recombinante testada contra o soro da actina 4.

Os trés animais imunizados foram sacrificados e os bacos foram retirados
para a fusdo com células de mieloma, para posterior obtencdo dos hibridomas.
ApGs uma primeira tentativa de fusdo, as culturas apresentaram contaminagao
durante a fase de selecdo de hibridomas e foram descartadas. Desta forma,
outros trés animais foram novamente imunizados para uma segunda tentativa de

fusdo. No entanto, este processo ainda esta em andamento.

5.5 IMUNOLOCALIZACAO

A localizagéo subcelular da actina 4 em formas epimastigotas de T. cruzi
foi determinada por imunofluorescéncia indireta com o soro policlonal na diluicdo
1:100 e anticorpo secundario anti-camundongo fusionado a Alexa-Fluor 594
(Sigma®) na diluicdo 1:600.

Foi observado que a actina 4 encontra-se, principalmente, na regiao
correspondente a base do flagelo. De acordo com o que ja havia sido observado
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por Dot blot, o soro pré-imune ndo apresentou reacdo (dados ndo mostrados)
(Figura 28).

Figura 28: Localizacdo subcelular da actina 4. Imunofluorescéncia indireta de formas

epimastigota de T. cruzi. (A) Marcacéo fluorescente do DNA (nucleo e cinetoplasto) com DAPI
(Invitrogen®). (B) Imunofluorescéncia indireta da actina 4 obtida com soro policlonal contra actina
4 e anticorpo secundario conjugado & Alexa-Fluor 594 (Sigma®). (C) Sobreposi¢éo de A e B. (D)

Sobreposicdo de A e B em contraste de fase.

A localizacdo subcelular da actina 4 em formas tripomastigotas de T. cruzi
foi determinada por imunofluorescéncia indireta com o soro policlonal na diluicdo
1:100 e anticorpo secundario anti-camundongo fusionado a Alexa-Fluor 594
(Sigma®) na diluicdo 1:600. Foi observado que nesta forma evolutiva a actina 4

encontra-se dispersa por todo o citoplasma (Figura 29).
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Figura 29: Localizacdo subcelular da actina 4. Imunofluorescéncia indireta de formas
tripomastigota de T. cruzi. (A) Imunofluorescéncia indireta da actina 4 obtida com soro policlonal
contra actina 4 e anticorpo secundario conjugado a Alexa-Fluor 594 (Sigma®). (B) Marcacéo
fluorescente do DNA (nucleo e cinetoplasto) com DAPI (Invitrogen®). (C) Sobreposicdo de A e
B.

A localizacdo subcelular da actina 4 em formas epimastigota de T. cruzi
transfectadas com o vetor pNFact4Epi_Cter foi determinada por
imunofluorescéncia indireta através de dupla marcacéo utilizando as seguintes
combinagcdes de anticorpos: soro policlonal na diluicdo 1:100 e anticorpo
secundario anti-camundongo conjugado a Alexa-Fluor 594, e anticorpo primario
anti-Flag e anticorpo secundario anti-coelho conjugado a Alexa-Fluor 488 (Alexa-
Fluor, Sigma®).

Foi observado que a adicao da etiqueta Flag na posicao carboxi-terminal
da proteina leva & uma marcacao mais dispersa pelo citoplasma (Figura 30), em
comparacao ao parasita tipo selvagem (Figura 28). A marcacédo pontual préxima

a base do flagelo ainda é observada.
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Figura 30: Localizagdo subcelular da actina 4 fusionada a etiqueta Flag C-terminal.
Imunofluorescéncia indireta de formas epimastigota de T. cruzi transfectadas com o vetor
pNFact4Epi_Cter. (A) Marcacdo fluorescente do DNA (nlcleo e cinetoplasto) com DAPI
(Invitrogen®). (B) Imunofluorescéncia indireta da actina 4 obtida com soro policlonal contra actina
4 e anticorpo secundario conjugado a Alexa-Fluor 594 (Sigma®). (C) Imunofluorescéncia indireta
da actina 4 fusionada a Flag com anticorpo primério anti-Flag e anticorpo secundério conjugado
a Alexa-Fluor 488 (Sigma®). (D) Sobreposicao de A, B C.

A localizacdo subcelular da actina 4 em formas epimastigota de T. cruzi
transfectadas com o vetor pNFact4Epi_Nter foi determinada por
imunofluorescéncia indireta com anticorpo anti-FLAG (camundongo) na diluicéo
1:1000 e anticorpo secundario anti-camundongo conjugado a Alexa-Fluor 594
(Sigma®) na diluicdo de 1:600. Foi observada uma marcacéao dispersa por todo
o corpo celular (Figura 31).

A dupla marcacéao foi realizada utilizando o soro policlonal para actina 4
na diluicdo 1:100 e anticorpo primario anti-FLAG (coelho) na diluicdo 1:1500 e
anticorpos secundarios anti-camundongo fusionado a Alexa-Fluor 594 e anti-

coelho fusionado a Alexa-Fluor 488, ambos na diluicdo 1:600. Na figura 32 é
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possivel observar também a presenca da marcacéo pontual obtida com o soro

policlonal (Figura 32 — B).

10.0 pm

Figura 31: Localizacdo subcelular da actina 4 fusionada & etiqueta Flag N-terminal.
Imunofluorescéncia indireta de formas epimastigota de T. cruzi transfectadas com o vetor
pNFact4Epi_Nter. (A) Marcagdo fluorescente do DNA (nicleo e cinetoplasto) com DAPI
(Invitrogen®). (B) Imunofluorescéncia indireta da actina 4 fusionada a Flag obtida com anticorpo
primario anti-Flag e anticorpo secundario conjugado a Alexa-Fluor 594 (Sigma®). (C)

Sobreposicdo de A e B. (D) Sobreposicéo de A e B com contraste de fase.
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Figura 32: Localizagdo subcelular da actina 4 fusionada a etiqueta Flag N-terminal.

Imunofluorescéncia indireta de formas epimastigota de T. cruzi transfectadas com o vetor
pNFact4Epi_Nter. (A) Marcagdo fluorescente do DNA (nicleo e cinetoplasto) com DAPI
(Invitrogen®). (B) Imunofluorescéncia indireta da actina 4 obtida com soro policlonal contra actina
4 e secundario Alexa-Fluor 594 (Sigma®). (C) Imunofluorescéncia indireta de actina 4 fusionada
a Flag com anticorpo primario anti-Flag e anticorpos secundario conjugado a Alexa-Fluor 488
(Sigma®). (D) Sobreposicdo de A, B C.

Para a localizacdo subcelular da actina 4 em formas epimastigota de T.
cruzi transfectadas com o vetor pNGFPact4Epi Cter foi realizada
imunofluorescéncia indireta com soro policlonal para actina 4 na diluicdo 1:100
e anticorpo primario anti-Flag (coelho) na diluicdo 1:500, e anticorpos
secundarios anti-camundongo conjugado a Alexa-Fluor 594 e anti-coelho
conjugado a Alexa-Fluor 488 ambos na diluicdo 1:600 (Figura 33), em alguns
parasitas € possivel observar a marcacéo pontual obtida com o soro policlonal
(Figura 33 — B).
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Figura 33: Localizagc8o subcelular da actina 4 fusionada a etiqueta GFP C-terminal.

Imunofluorescéncia indireta das formas epimastigota de T. cruzi transfectados com o vetor
pNGFPact4Epi_Cter. (A) Marcagéo fluorescente do DNA (nlcleo e cinetoplasto) com DAPI
(Invitrogen®). (B) Imunofluorescéncia indireta da actina 4 obtida com soro policlonal contra actina
4 e anticorpo secundério conjugado a Alexa-Fluor 594 (Sigma®). (C) Imunofluorescéncia indireta
da actina 4 fusionada a GFP com anticorpo primario anti-GFP e anticorpos secundario conjugado
a Alexa-Fluor 488 (Sigma®). (D) Sobreposicao de A, B C.
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6. DISCUSSAO

O citoesqueleto da maioria das células eucariéticas € composto por trés
principais elementos: (i) os microtubulos, constituidos pela proteina tubulina; (ii)
os microfilamentos, constituidos pela proteina actina; e (iii) os filamentos
intermediarios, que podem ser constituidos por diferentes proteinas,
dependendo do tipo celular. Enquanto microtibulos e microfilamentos estdo
presentes em todas as células eucaridticas, os filamentos intermediarios estéo
presentes apenas em alguns metazoarios. Assim, protozodarios parasitas por
exemplo, ndo possuem filamentos intermediarios. O citoesqueleto do T. cruzi no
entanto, assim como outros tripanosomatideos, € ainda mais atipico quando
comparado ao citoesqueleto de outras células eucaridticas. Se por um lado sua
estrutura é baseada em uma rede subpelicular de microtibulos bastante estaveis
(normalmente os microtibulos séo estruturas bastante instaveis), por outro lado,
filamentos de actina nunca foram observados nesses parasitas. Entretanto,
diversos genes anotados como actina, proteinas relacionadas a actina e
proteinas tipo actina, estdo presentes no genoma de T. cruzi (CEVALLOS et al.,
2011). Além disso, a prospeccédo do genoma de T. cruzi revelou que as principais
proteinas que participam dos processos de nucleacdo e de treadmilling em
eucariotos superiores estao conservadas, indicando que a maquinaria basica
necessaria para a formacdo do filamento estd presente no genoma deste
parasita. Especula-se que o fato de a actina na forma filamentosa nunca ter sido
observada nestes protozoarios pode ser explicado por uma possivel
instabilidade do filamento ou montagem ineficiente, embora tais eventos néo
estejam claramente compreendidos (DE MELO et. al, 2008).

As sequéncias de aminoacidos da actina de diferentes espécies
apresentam cerca de 90% de similaridade, porém as variacdes na sequéncia de
aminoacidos geram significativas diferencas funcionais, como por exemplo
contracdo em células musculares e ndo musculares, formacdo de anel contrétil
ao final da divisdo celular, movimentos ameboides, e preservacdo das
microvilosidades intestinais. Embora a actina seja uma proteina bastante
estudada em outros organismos, o papel da actina em T. cruzi permanece pouco

explorado.
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Apesar da estrutura global da actina ser conservada na maioria dos
organismos, actinas de protozoarios sdo bem menos conservadas, ndo so
comparadas as actinas convencionais de organismos multicelulares, mas
também as variantes de um mesmo organismo (SEHRING et al., 2007). Em T.
cruzi, a similaridade entre as sequéncias de aminoacidos de genes anotados
como actina é, na grande maioria, inferior a 70% (CEVALOS et al., 2011). De
Melo e colaboradores (2008) observaram que a maioria das trocas de
aminoacidos de actina de T. cruzi, comparadas a outras sequéncias de actina de
eucariotos, estdo na superficie do monémero, grande parte nos loops
responsaveis pela interagdo mondmero-mondmero durante a formagédo do
filamento.

Alteracfes no padrdo de expressao de actina durante o ciclo de vida,
também tém sido relatados. Cevalos e colaboradores (2011) detectaram, por
imunoblloting, diferencas na distribuicdo subcelular da actina entre os estagios
de desenvolvimento de T. cruzi e a presenca de 5 variantes de actina nos
diferentes estagios, com padrdes de expressédo distintos, além de identificarem
no genoma quatro genes que codificam actina e diversos outros genes que
codificam proteinas relacionadas a actina (ARPs) e proteinas semelhantes a
actina (AcL). Para facilitar a identificagcdo de cada uma destas isoformas de
actina, os autores as numeraram de 1 a 4. Apesar de terem sido confirmadas
como sendo Actina por pelo menos 6 algoritmos diferentes, apos analise
filogenética foi possivel observar que, enquanto a actina 1 é a isoforma mais
conservada (até mesmo quando comparada com outros organismos, incluindo
mamiferos como camundongos e humanos), a isoforma actina 4 parece ser
filogeneticamente mais préxima as ARPs (ARP-2) do que a proteina actina
(isoforma 1) propriamente dita. Utlizando o software Phyre 2

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index) foi realizada uma

andlise in silico que mostrou que a sequéncia da actina 4 parece ser mais
préxima a ARP (actin related protein) do que a uma actina propriamente dita
(dado nao mostrado), corroborando observacdes feitas por Cevallos e
colaboradores (2011) através de analise filogenética. Vale ressaltar que, até o
presente momento, todas as isoformas de actina anotadas sdo putativas, com

base em informacdes obtidas apds analise in silico, e nenhuma destas isoformas


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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foi ainda caracterizada de forma diferencial quanto a sua expressao, localizacéo
e funcéo nas diferentes formas de desenvolvimento do T. cruzi.

Em protozoarios, tém sido relatados exemplos de diferencas na
localizacdo subcelular das isoformas de actinas devido a sua utilizacdo em
compartimentos celulares especificos. Em T. brucei, por exemplo, uma actina
atipica (TryARP), que é expressa apenas no flagelo, foi caracterizada (ERSFELD
& GULL, 2001). Trabalhos anteriores mostraram a presenca de actina no flagelo,
assim foi observado neste trabalho. De Souza e colaboradores (1983) obtiveram
uma marcagdo no flagelo de T. cruzi usando anticorpo contra actina de
Entamoeba histolytica. Mais recentemente, de Melo e colaboradores (2008),
utilizando soro policlonal contra um peptideo correspondendo a uma regiao
conservada da actina 1 de T. cruzi, e Cevalos e colaboradores (2011) utilizando
soro policlonal contra a sequéncia completa da actina 1 de T. cruzi, observaram
uma marcacéo difusa por todo o corpo celular inclusive na regido flagelar. J& em
outros tripanossomatideos a presenca de actina e proteinas relacionadas na
regido flagelar ja foram mais bem descritas. Além disto foi observado que em
Leishmania donovani, a deplecdo nos niveis de ARP1, uma proteina relacionada
a actina, leva ao comprometimento dos batimentos flagelares (SINGH et al.,
2014).

O presente trabalho representa uma parte de um grande projeto que visa
compreender estas complexas questdes relacionadas as diferente isoformas de
actina em T. cruzi. Resultados ainda ndo publicados do nosso grupo mostraram
um padrédo diferente de localizacdo subcelular da actina 4 utilizando soro
policlonal, quando comparado com a imunolocalizacdo da actina 2 também com
soro policlonal e imunolocalizacédo da actina 1 fusionada a etiqueta Flag. Desta
forma, podemos confirmar que mesmo sendo um soro policlonal, por ter sido
obtido apds imunizacdo dos animais com um peptideo de 14 aminoacidos
correspondendo a uma porcao especifica da actina 4, ndo presente nas outras
isoformas de actina, este soro policlonal ja funciona como uma ferramenta
bastante especifica para o estudo da actina 4 em T. cruzi. Ainda assim, a selecao
de hibridomas para a posterior obtencdo de anticorpo monoclonal esta em
andamento a fim de confirmar a especificidade deste soro, e ser uma fonte
virtualmente inesgotavel de anticorpo contra actina 4. Para confirmar a

localizac&o da actina 4 em T. cruzi, experimentos de imunocitoquimica utilizando
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0 soro policlonal, para observacédo por microscopia eletronica de transmissao,
estdo em andamento.

Parasitas transfectados com os vetores contendo a actina 4 fusionada a
Flag C-terminal estdo sendo selecionados. No entanto, devido a esta ser uma
construcéo para recombinacdo homologa, cuja eficiéncia em T. cruzi € muito
baixa, constru¢cdes epissomais também foram produzidas como metodologia
alternativa. Todos os parasitas geneticamente modificados que expressam a
actina 4 fusionada a uma etiqueta, seja a etiqueta Flag nas posi¢cdes amino ou
carboxi-terminal, seja a etiqueta GFP na posicdo carboxi-terminal, levaram a
uma marcacao dispersa pelo corpo celular em comparacdo a marcacao pontual
obtida com o soro no parasita tipo selvagem. Tal efeito pode ter sido causado
por se tratar de um vetor de superexpressédo, ou pela interferéncia da etiqueta
no dobramento e no enderecamento da proteina. No entanto, se por um lado
estes parasitas geneticamente modificados ndo podem ser utilizados para
determinar a localizacdo subcelular da actina 4, a utilizacdo destes vetores, que
sdo vetores de superexpressdo, pode facilitar a captura desta proteina por
ensaios de co-imunoprecipitacdo, que sdo de extrema utilidade para a
determinacao das proteinas parceiras por espectrometria de massas.

Compreendendo o importante papel da actina na dinamica celular, e tendo
como modelo de estudo um organismo com caracteristicas bastante
diferenciadas dos modelos celulares convencionais, este trabalho prevé a
construcéo e a aplicacédo de ferramentas moleculares para compreender o papel
da actina 4 em T. cruzi, bem como caracteriza-la como uma actina ou uma ARP

e determinar sua possivel funcéo.
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7. CONCLUSOES

Como principais conclusdes deste trabalho temos que:

v" A imunizacdo de animais com peptideo de 14 aminoacidos (conjugado a
KLH) levou a producdo de soro policlonal altamente especifico, que,
apesar da semelhanca entre as diferentes isoformas de actina do T. cruzi,
€ capaz de reconhecer apenas a isoforma 4, sem reagéo cruzada com as
isoformas 1 e 2;

v" A localizacéo subcelular da actina 4 é bastante especifica, restrita a um
ponto na regido préxima da bolsa flagelar, que poderia corresponder a
base do flagelo;

v' A transfeccao com vetor epissomal para expressao da actina 4 fusionada
a uma etiqueta comercial (Flag ou GFP) levou a uma marcacdo menos

especifica e mais dispersa pelo corpo celular.
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8. PERSPECTIVAS

v" Obtencao dos anticorpos monoclonais contra a actina 4 de T. cruzi;

v" Determinacéo do nivel de expressao da actina 4 nas diferentes formas de
desenvolvimento do parasita por Western blot;

v Imunolocalizagdo indireta da actina 4 nas diferentes formas de
desenvolvimento do parasita por microscopia de fluorescéncia (em formas
amastigotas) e microscopia eletrénica (epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas);

v' Co-imunoprecipitacdo de complexos contendo a actina 4 e proteinas
parceiras, a serem identificadas por espectrometria de massas.
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