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RESUMO

O trafego vesicular mediado por clatrina, mecanismo pelo qual proteinas e
lipideos sédo transportados entre organelas envolvidas por membrana, € responsavel
por uma grande proporcdo de interiorizacdo de membrana plasmatica (endocitose) e
de transporte a partir da Rede Trans Golgi para o sistema endossomal. Os eventos
mediados por clatrina ainda s&o pouco conhecidos no protozoario Trypanosoma cruzi,
0 agente causador da doenc¢a de Chagas na América Latina. Além disso, estudos de
sequéncias gendomicas demonstram um extremo grau de divergéncia entre
tripanosomatideos, animais e fungos, com cerca de 1/3 das proteinas preditas sem
funcdo conhecida. Neste estudo, a expressédo do gene e a localizacdo das proteinas
cadeias pesada (TcCHC) e leve (TcCLC) de clatrina foram investigadas em diferentes
formas evolutivas de T. cruzi (epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas),
utilizando anticorpos policlonais e monoclonais produzidos contra as proteinas
recombinantes de T. cruzi. A localizac&o celular da proteina epsina (TcEpsina), uma
importante proteina associada a clatrina, também foi investigada atraves de sua fusao
com GFP e subsequente imunolocalizacdo. Analise por microscopia confocal revelou
um acumulo de TcEpsina, TcCHC e TcCLC na porcao anterior das células, onde a
bolsa flagelar e complexo de Golgi estdo localizados. A TcCLC parcialmente co-
localizou com o marcador de Golgi TCRAB7-GFP e com albumina endocitada, mas
nao co-localizou com transferrina, uma proteina endocitada principalmente via
vesiculas ndo revestidas formadas no complexo citdstoma/citofaringe. As cadeias leve
e pesada de clatrina tipicamente localizaram-se na porgéo anterior ao cinetoplasto,
regido em que encontram-se a bolsa flagelar e o Complexo de Golgi. Nossos dados
indicam que em formas epimastigotas de T. cruzi a endocitose de albumina mediada
por clatrina ocorre na bolsa flagelar, enquanto endocitose de transferina independente
de clatrina ocorre no complexo citostoma/citofaringe. Para uma analise proteémica
dos complexos proteicos associados a clatrina e epsina, a cadeia leve de clatrina foi
fusionada as proteinas A e C e a epsina foi fusionada a GFP e ambas as proteinas
foram submetidas a criomoagem seguida da imunoprecipitacdo dos complexos a elas
associados. Esta metodologia permitiu a identificacdo de suas proteinas associadas
por espectrometria de massas, tais como os Complexos Adaptadores AP-1 e AP-4,
VSNARES, Rab4, Rab 11, epsina, tepsina, AP180, Secl, Auxilina e Scamp. Foi demonstrada
também a presenca de proteinas hipotéticas nesta andlise. Esta metodologia nos permitiu
sugerir a forma com a qual ocorre o trafego de vesiculas em T. cruzi e como ocorre a
maturacdo dos reservossomos, 0s quais acumulam funcdes de endossomo inicial,
endossomo tardio e lisossomo. Andlises futuras sdo necessarias a fim de comprovar
estas hipoteses.

Palavras chave: trafego intracelular de vesiculas, clatrina, Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

The vesicular traffic mediated by clathrin - mechanism by which proteins and
lipids are transported between membrane bound organelles - is responsible for a large
proportion of internalization of plasma membrane (endocytosis) and transport from the
Golgi Network Trans to the endosomal system. Clathrin-mediated events are not well
known in Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease in Latin America.
In addition, studies of genome sequences show an extreme degree of divergence
between trypanosomatids, animals and fungi, with about 1/3 of the predicted proteins
with unknown function. In this study, gene expression and protein localization of the
clathrin heavy (TcCHC) and light (TcCLC) chains were investigated in different T. cruzi
developmental forms (epimastigotes, trypomastigotes and amastigotes), using
polyclonal and monoclonal antibodies produced against T. cruzi recombinant proteins.
Cellular localization of epsin (TcEpsin), an important protein associated with clathrin,
was investigated through its fusion with GFP and subsequent immunolocalization.
Analysis by confocal microscopy revealed an accumulation of TcEpsin, TcCHC and
TcCLC in the anterior portion of the cells, where the flagellar pocket and Golgi complex
are located. TcCLC partially co-localized with the Golgi marker TcCRAB7-GFP and
ingested albumin, but not co-located with transferrin, a protein endocytosed mainly via
uncoated vesicles formed in the cytostome/cytopharynx complex. The clathrin light and
heavy chains typically located at the anterior region of the kinetoplast and flagellar
pocket, close to the Golgi apparatus. Our data indicate that in T. cruzi epimastigotes
clathrin mediated endocytosis of albumin occurs in the flagellar pocket, while clathrin
independent endocytosis of transferrin occurs in the cytostome/cytopharynx complex.
For proteomics analysis of protein complexes associated with clathrin and epsin, the
clathrin light chain was fused to proteins A and C and epsin was fused to GFP. Both
proteins were then subjected to cryogrinding followed by immunoprecipitation of
associated complexes. This methodology allowed the identification of associated
proteins by mass spectrometry, such Adaptor Complexes AP-1 and AP-4, vSNAREs,
Rab4, Rabll, epsin, tepsin, AP180, Auxilin and Scamp. Putative proteins were also
demonstrated in this analysis. This methodology allowed us to suggest the way by
which the vesicular traffic and the maturation of reservosomes occurs in T. cruzi.
Reservosomes may accumulate functions of early endosome, late endosome and
lysosome. Further analyzes are needed to confirm these hypothesis.

Key Words : intracellular vesicle traffic, clathrin, Trypanosoma cruzi.
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1. INTRODUCAO

1.1. TRAFEGO INTRACELULAR DE VESICULAS

Uma caracteristica de vital importancia para as células eucaribticas é a
habilidade de segregar reacfes bioquimicas em organelas limitadas por membranas,
como o Complexo de Golgi, os lisossomos e os endossomos. Cada um destes
compartimentos possui proteinas residentes, as quais os definem de acordo com sua
funcdo bioquimica, além de proteinas transientes a caminho do seu destino final. O
transporte entre organelas é feito por meio de vesiculas que brotam da membrana da
organela doadora e seguem para a organela de destino, culminando com sua
ancoragem e fusdo. Estes eventos estdo presentes nas vias de trafego de vesiculas
em todas as células, seja para transportar uma proteina do reticulo endoplasmatico
para ser glicosilada no Complexo de Golgi, seja para transportar proteinas de
endossomos para a degradacéo nos lisossomos (Bock et al., 2001).

O trafego intracelular de vesiculas é essencial para diversos processos
celulares, como internalizacdo de solutos, transporte de proteinas entre
compartimentos, reciclagem de membranas e sinalizagcéo celular. Diferentes materiais
que entram na célula sdo classificados e levados a seu destino especifico por
diferentes rotas (Scott et al., 2014) e para cada via de trafego vesicular existem tipos
diferentes de proteinas carga. Algumas destas proteinas sdo 0s receptores de
ligantes, tais como os receptores de manose-6-fosfato e de LDL, os quais transportam
ligantes de um compartimento doador a um compartimento receptor, e em seguida
séo recicladas ao compartimento doador (Robinson, 2004). Outras proteinas usam
vesiculas para viagens so de ida a seu destino final (Robinson, 2004).

Todos os diferentes tipos de proteinas carga devem ser acomodados na
mesma vesicula (Robinson, 2004). Este é o trabalho das proteinas de revestimento.
Elas sdo recrutadas para a membrana do compartimento doador e montam um
revestimento nas membranas necessario para que a vesicula brote. Apds a liberacao
da vesicula do compartimento doador, este revestimento se desfaz e a vesicula &
direcionada para o compartimento receptor, onde as duas membranas se fundem
(Robinson, 2004). As proteinas de revestimento mais conhecidas (Figura 1.1) sédo 0s

complexos formados por clatrina, COP-1 e COP-II (Jackson et al., 2012).
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Figura 1.1. Principais vias de transporte vesicular .Proteinas COP-lIl formam o
revestimento de vesiculas de transporte do reticulo endoplasmatico para o Golgi. Proteinas
COP-I formam o revestimento de vesiculas tanto para o transporte intra-Golgi quanto para o
transporte retrogrado do Golgi para o reticulo endoplasmatico. A clatrina forma complexos

multiplos por associacdo com diferentes proteinas adaptadoras (Hsu et al., 2009).

1.2. TRAFEGO INTRACELULAR DEPENDENTE DE CLATRINA

As vias de transporte dependentes de clatrina sdo as mais amplamente
estudadas e estdo entre as mais abundantes e verséateis, uma vez que diferentes
cargas podem ser incluidas em vesiculas revestidas por clatrina, usando uma
variedade de proteinas acessorias (Borner et al., 2012).

O trafego dependente de clatrina tem um papel fundamental na manutencéo da
viabilidade das células, atuando no turnover de proteinas e lipidios da membrana
plasmatica (Reciclagem), na captacdo endocitica de nutrientes (Endocitose) e no
trafego de vesiculas a partir da rede Trans Golgi (Girard et al., 2005 a,b).

A associacao da clatrina a membrana promove o revestimento citoplasmatico
das vesiculas, desencadeando um rapido brotamento da vesicula (Figura 1.2). A
medida que a clatrina e suas proteinas acessorias vao se associando a membrana o
revestimento formado gera a forga necessaria para curvar a membrana (Saleem et al.,
2015).
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Figura 1.2. Montagem de vesiculas revestidas por cI  atrina. A montagem de vesiculas
revestidas por clatrina se inicia quando ligantes se acoplam a seus receptores na membrana
(1). Apds a ligacao, os receptores sédo reconhecidos em suas por¢des citoplasmaticas por
proteinas adaptadoras (2). Essas proteinas adaptadoras (APS) por sua vez se ligam a clatrina
e sdo acompanhadas por componentes acessorios e regulatérios que auxiliam na deformacéao
da membrana (3). Com o crescimento da vesicula (4) ela finalmente se libera da membrana
de origem (5) com auxilio da proteina dinamina e por forcas geradas na polimerizacdo de
componentes do citoesqueleto, sendo impulsionada no citoplasma da célula ao seu destino.
Com o desacoplamento do revestimento de clatrina (6) a vesicula segue seu caminho. Alguns
ligantes sdo liberados de seus receptores e 0s receptores sdo entdo reciclados para a

superficie celular (7). Adaptado de Brodsky, 2012.

O revestimento de clatrina (Figura 1.3) é construido por uma estrutura
poliédrica, formada a partir da unido de diversos trisquélions. Estes sao formados por
trés cadeias polipeptidicas pesadas (~192 kDa) e 3 leves (~25 kDa) que juntas formam
uma estrutura de 3 pernas, que Pearse e Crowther (1987) chamaram de trisquélion
(unidade de montagem da clatrina). Os trisquélions se estruturam em uma rede
convexa de hexagonos e pentagonos semelhante a um cesto, para formar um

revestimento na superficie citosolica das membranas.
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Figura 1.3. A arquitetura de clatrina.  (a) Estrutura em forma de barril, mostrando em azul a
unidade de formagé&o da clatrina (trisquélion). (b) Arquitetura do trisquélion, formado por 3
cadeias pesadas de clatrina. As cadeias sdo mantidas juntas por um dominio de trimerizacéo
(em roxo), composto por cerca de 100 residuos da regido C-terminal de cada cadeia pesada.
Em seguida ha o brago proximal (em azul e verde, sendo que a por¢cao em azul € a regido de
ligacdo a cadeia leve de clatrina) e o braco distal (em amarelo). Por fim ocorre o dominio
globular (em vermelho), separado do braco distal por um linker flexivel. Os dominios
globulares se dispdem para dentro da gaiola, em dire¢cdo & membrana (Adaptado de Edeling
et al., 2006).

A segUéncia nucleotidica da cadeia pesada € altamente conservada entre as
espécies. A forte pressdo para preservar a estrutura primaria da cadeia pesada
provavelmente reflete os contatos necessarios para a montagem, bem como o grande
namero de interacbes com outras proteinas envolvidas na triagem da carga e na
regulacédo da formacao do revestimento (Kirchhausen, 2000).

Ybe e colaboradores (1999) propuseram que a montagem da clatrina no meio
intracelular é controlada pela ligacdo da cadeia leve de clatrina, o queimpede que o

trisquélion seja montado espontaneamente e de forma néo desejadano pH fisiologico.

1.2.1. Endocitose dependente de clatrina

Endocitose é o processo pelo qual células internalizam por¢des da membrana
plasmatica, incluindo suas proteinas associadas e uma porcdo do meio extracelular.
E uma rota pela qual as células absorvem nutrientes e moléculas sinalizadoras, mas
também é uma via que pode participar da remocéo de receptores de membrana em
resposta a mudancas no meio externo (Baggett e Wendland, 2001). A endocitose
mediada por clatrina ocorre em todas as células eucarioticas conhecidas (McMahon e
Boucrot, 2011).



Os componentes que foram endocitados sdo entregues a um endossomo
inicial, o qual tem funcéo de estacdo de triagem da célula. Receptores séo reciclados
de volta para a membrana plasmatica diretamente (via controlada pela Rab4) ou
passando por endossomos de reciclagem (via controlada pela Rabl11), enquanto as
outras moléculas endocitadas sdo enderecadas aos lisossomos. As Rabs sé&o
pequenas GTPases associadas a compartimentos especificos que controlam a funcao
e a identidade intracelular dos compartimentos (Scott et al., 2014).

O endossomo inicial também participa na sinalizacdo celular, através da
regulacédo negativa dos receptores de membrana internalizados (Scott et al., 2014). O
endossomo tardio funciona como um segundo eixo do sistema endocitico. Ali o
material endocitado pode ser empacotado para degradacdo no lisossomo, mas
também pode ser enviado para outras rotas, como a exocitose e vias aufofagicas
(Scott et al., 2014).

1.2.2. Clatrina na via biosintética do Complexo de Golgi

Na via biossintética, hidrolases lisosomais produzidas no reticulo
endoplasmatico sédo enderecadas ao complexo de Golgi por modificacdo do sacarideo
manose (manose--6-fosfato). No limen da rede Trans do Golgi estas enzimas
lisosomais séo reconhecidas por receptores transmembranares de manose-6-fosfato,
se acumulando entdo em regibes especificas e posteriormente segregadas em
vesiculas com revestimento de clatrina (Le Borgne e Hoflack, 1997). A rede Trans do
Golgi é a regido responsavel pela triagem e distribuicdo do material modificado (em
geral glicosilacdo e sulfatacdo) ao longo das cisternas do Golgi. Glicoproteinas e
glicolipideos modificados sdo empacotados em vesiculas e o destino pode ser o
exterior da célula (via regulada), a membrana plasmatica (via constitutiva) ou os
lisosomos (via biossintética) (Traub e Kornfeld, 1997). As vesiculas destinadas a via
biossintética brotam de regides de membranas revestidas por clatrina. Estas vesiculas
carreiam enzimas lisosomais até os endosomos tardios, onde ocorrera a dissociacéo
do complexo enzima-receptor e os receptores de manose-6-fosfato serdo reciclados
de volta a rede Trans do Golgi. As enzimas seguirdo para os lisosomos, onde com as
condi¢Oes apropriadas, se tornardo ativas (Traub e Kornfeld, 1997).

1.2.2. Proteinas acessorias
Um grande numero de fatores citoplasmaticos é necessario para o

reconhecimento correto dos varios sinais de endocitose e para conduzir o trafego
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endocitico e da via biossintética até seu destino correto. Determinar a identidade e as
funcbes de cada uma destas proteinas acessorias tem sido o foco de diversos
estudos, principalmente aqueles que utilizam como modelos células de animais e
fungos, os quais tem revelado uma rede altamente complexa de interacdes do tipo
proteina-proteina e proteina-lipidio (Praefcke et al., 2004).

Diversas proteinas interagem com as vesiculas revestidas por clatrina,
auxiliando na regulagéo das vias endocitica e biossintética. As intera¢cdes mais diretas
ocorrem com as Proteinas Adaptadoras (APs), cuja principal funcdo é selecionar os
complexos receptor-ligante, conectando os segmentos citoplasmaticos dos receptores
ao revestimento de clatrina (Robinson, 2004). As proteinas adaptadoras podem ser
divididas em dois grandes grupos: multiméricas (classicas) ou monoméricas (néo
classicas). A selecdo das diversas proteinas-carga para concentracdo em uma
mesma vesicula revestida por clatrina requer o uso de diversos sinais de classificacao
e diversos adaptadores podem cumprir este papel. Esta variedade permite
plasticidade na selecdo de cargas para a inclusdo na vesicula (Reider e Wendland,
2011).

Inicialmente eram conhecidos apenas dois complexos adaptadores
heterotetraméricos (AP1 e AP2), mas atualmente sdo conhecidos trés complexos
adaptadores adicionais AP3, AP4 e AP5 (Hirst et al., 2012 a), além de uma familia de
adaptadores monoméricos, como as GGAs (do inglés, Golgi-localized,y-ear-
containing, ARF-binding proteins) e a epsina (Robinson, 2004). Estes adaptadores
variam grandemente em tamanho e estrutura, mas contém propriedades similares.
Muitos deles contém regifes que interagem com alguns ou todos os quatro tipos de
ligantes: lipideos, carga, clatrina ou outras proteinas acessorias (Reider e Wendland,
2011).

Os complexos adaptadores heterotetraméricos (AP1-AP5) localizam-se em
diferentes membranas e tem funcdes distintas (Figura 1.4), mas contém subunidades
relacionadas (Figura 1.5) (Robinson, 2004). Eles podem promover a montagem da
clatrina in vitro e séo posicionados entre a clatrina e a membrana provendo uma ponte
entre a clatrina e proteinas transmembrana contendo a carga a ser transportada (Hirst
et al., 2013).
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Figura 1.4. Localizacdo dos diferentes complexos ad  aptadores (AP). AP-1 est4 localizado
na Rede Trans do Golgi e em endossomos, estando envolvido no trafego entre estas duas
organelas. AP-2 facilita e endocitose mediada por clatrina e é o complexo melhor
caracterizado. AP-3 esta envolvido no trafego ao endossomo tardio e lisossomos. AP-4
estalocalizado no Complexo de Golgi e também em endossomos iniciais, onde classifica as
proteinas-carga que saem dos endossomos iniciais para os lisossomos, de uma maneira
clatrina-dependente.O complexo AP-5 estd localizado em endossomos tardios de células

HelLa e ndo esta associado com clatrina (Hirst et al., 2012 a).

Outra familia de proteinas adaptadoras associadas a clatrina, conhecidas como
GGA (Golgi-localized, y-ear-containing, ARF-binding proteins) é formada por proteinas
monomericas que possuem um dominio C-terminal parecido com aquele da
subunidade gamma de AP-1. As GGAs séo estruturalmente diferentes dos complexos
AP, mas seus dominios “ear” tem dobramentos semelhantes, sendo que ambos
possuem dominios flexiveis parecidos e contém dominios de ligagdo a
(Robinson, 2004).

O grupo de adaptadores monomericos (néo-classicos) inclui AP180/CALM,

clatrina

HIP1/HIP1R e as epsinas. Essas proteinas contém um dominio ENTH/ANTH, capaz
de se ligar a fosfolipideos e a proteinas que contribuem na formacao do revestimento
de clatrina nas membranas. O dominio ENTH também auxilia na curvatura da
membrana através do remodelamento de lipideos durante a formacgéao de vesiculas, o
gue sugere que os dominios E/ANTH sao componentes universais da maquinaria do
revestimento de clatrina (Traub, 2003). Proteinas que contém o dominio E/ANTH
atuam com o Complexo Adaptador AP-1 na Rede Trans do Golgi (Legendre-Guillemin

et al.,, 2004) e também podem ligar e co-localizar com AP-2/clatrina (Traub, 2003).
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Uma analise genémica comparativa mostrou que o dominio ENTH é conservado nos
genomas de representantes de todos 0s principais supergrupos eucaribticos (Field et
al., 2007).

Outra proteina recentemente descrita que também possui um dominio ENTH,
assim como a epsinaR, € a Tepsina, que recruta AP-4 para incorpora¢ao em vesiculas

revestidas. Foi a primeira proteina acessoria de AP-4 descrita (Borner et al., 2012).
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Figura 1.5. Arquitetura molecular das vesiculas rev  estidas por clatrina. (A) secéo
transversal de uma vesicula revestida por clatrina tipica, mostrando a camada mais externa
dos triskelions de clatrina e o complexo adaptador tetramérico (AP). (B)Um tipico triskelion e
0 complexo AP tetramérico. (C) Interacdo entrea subunidade de tamanho médio de um
complexo AP e um receptor transmembranar. (D)Interagdo entreum complexo monomérico e
um receptor transmembranar. As proteinas adaptadoras, tetraméricas ou monomeéricas, tém
dominios de ligacéo a fosfolipidos, além de dominios de ligacdo de clatrina e de ligagdo ao

receptor (Robinson e Pimpl, 2013).

O citoesqueleto de actina também é um componente vital do processo
endocitico, regulando tanto eventos iniciais de endocitose por facilitar a deformacao

da membrana interna, quanto por participar do transporte de vesiculas endocitadas
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até os compartimentos intracelulares de destino (Roth, 2007). Recentemente foi
mostrada a interagcdo de adaptadores do tipo epsina com fatores que regulam o
citoesqueleto de actina, sugerindo um papel importante da epsina neste processo
(Repass et al., 2007; Maldonado-Baez et al., 2008).

1.2. TRAFEGO INTRACELULAR EM PROTOZOARIOS TRIPANOSOMATIDEOS

Os tripanosomatideos (Euglenozoa, Kinetoplastea, Trypanosomatidae)
representam uma ameaca significativa para a saude de humanos, animais e plantas,
impactando populaces na Africa e América Latina (Alsford el al., 2013). Para todos
esses organismos o trafego intracelular de vesiculas é vital para a manutencdo da
interacdo patdgeno-hospedeiro, para a modulagéo e evasao das respostas do sistema
imunologico do hospedeiro e para a absorcdo de nutrientes (Murungi et al., 2013).

Alguns tripanosomatideos sdo cusadores de principais doencas tropicais
negligenciadas: diversas espécies de Leishmania spp causam leishmaniose, o
Trypanosoma cruzi causa a Doenca de Chagas na América Latina e o Trypanosoma
brucei causa a doenca do sono na Africa (Rodrigues et al., 2014). Algumas espécies
de tripanosomas sao também importantes na medicina veterinaria, uma vez que
afetam seriamente animais de interesse econdmico como equinos e bovinos. Doencas
causadas por tripanosomatideos de plantas estdo crescendo em importancia, devido
aos graves problemas que tém causado em plantacdes de coco e palma na América
do Sul (De Souza et al., 2009).

1.2.1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

A Doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, € considerada
endemica em 21 paises na América Latina e partes da América do Norte (México e
Sul dos EUA). Cerca de 90 milhdes de pessoas estdo expostas ao parasita e estima-
se que 7-8 milhdes de pessoas estao infectadas com T. cruzi (WHO, 2014).

O ciclo evolutivo do T. cruzi (Figura 1.6) envolve dois hospedeiros: um inseto
triatomineo (hemipteros da familia Reduviidae) e um mamifero que pode ser o homem
(Chagas, 1909; revisto por Tyler e Engman, 2001). A transmissdo ao mamifero é
iniciada quando o inseto vetor se alimenta e libera formas tripomastigotas metaciclicas
nas fezes durante o repasto sanguineo. Estas formas acessam a corrente sanguinea
por uma descontinuidade da pele e alcancam o interior de células do hospedeiro
vertebrado, local onde o parasita sofre total reorganizacdo estrutural e ocorre a

diferenciagao para formas amastigotas. Estas se dividem e se diferenciam entdo a
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formas tripomastigotas sanguineas, que sao liberadas no sangue do hospedeiro e que
podem eventualmente ser capturadas por um novo inseto vetor. No tubo digestivo do
inseto as formas tripomastigotas sanguineas se diferenciam em epimastigotas, que
se multiplicam por fissdo binaria. Apos estresse nutricional no intestino do vetor as
epimastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas (processo de
metaciclogénese), as quais sao capazes de infectar outros mamiferos. O processo de
metaciclogénese pode ser obtido in vitro utilizando-se meio de cultivo TAU (Triatomine

Artificial Urine) que mimetiza a urina do inseto vetor (Contreras et al., 1985).

Estagio no inseto vetor Estagios humanos
inzeto ingere sangue, depositando

o tripomastigotas metaciclicos que entram @6 Tripomastigotas metaciclicos penetram vérios

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

células, se transformam em amastigotas

tripomastigotas metaciclicos
no intestino posterior

o /

multiplicam no intesting @

Inseto se nutre de sangue

epimastigotas no (tripomastigotas ingeridos)

Bintestino médio \e l}ﬂ

Amastigotas se multiplicam por
Tripomasticotas fiss&o binaria dentro das células

p?dem infectar outras dos tecidos infectados
células e se transformar em

amastigotas intracelulares
&m novos locals

Amastigotas intracelulares
se transformam em tripomastigotas,
que entram no sangue ao
estourarem as células

Figura 1.6. Ciclo evolutivo do  Trypanosoma cruzi (modificado de www.dpd.cdc.gov/dpdx)

1.2.3. Biologia celular do Trypanosoma cruzi

Os protozodrios tripanosomatideos sao eucariotos que possuem uma
organizacdo ultraestrutural classica, com algumas das principais organelas
encontradas também em células do mamifero hospedeiro. Entretanto, eles também
possuem organelas especiais que estdo ausentes em outros eucariotos, ou tem
caracteristicas encontradas exclusivamente em tripanosomatideos (Figura 1.7).
Essas caracteristicas exclusivas sao interessantes do ponto de vista de biologia
celular, pois abrem a possibilidade de novos alvos para o desenvolvimento de

guimioterapicos (Rodrigues et al., 2014).
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Figura 1.7. Esquema das principais estruturas celul  ares de T. cruzi (Fonte: DO CAMPO
et al., 2005).

A superficie celular do T. cruzi se caracteriza pela presenca de trés
componentes: membrana plasmatica, glicocélix e microtubulos subpeliculares. A
principal funcéo do glicocalix é participar da interacdo entre os diferentes estagios
evolutivos do parasita e a superficie do hospedeiro, seja ele mamifero ou inseto. O
glicocdalix é composto por diversas proteinas integrais e periféricas, glicoproteinas,
glicolipideos e mucinas (Rodrigues et al., 2014). Além disso, ha um grande namero
de macromoléculas ligadas a membrana plasmatica por meio de ancoras de glicosil-
fosfatidil-inositol (GPI) (De Souza, 2002).

A membrana plasmatica esta fortemente associada a microtubulos
subpeliculares. Essa associacdo é extremamente resistente a efeitos mecéanicos e a
acao de drogas (De Souza, 2002). Este citoesqueleto mantém o formato do corpo
celular em cada estagio evolutivo. Os microtubulos sé&o formados por monémeros de
tubulina e sédo surpreendentemente mais estaveis do que os de mamiferos. Estes
microtubulos ndo sdo encontrados na bolsa flagelar (Rodrigues et al., 2014). Ja se
mostrou que actina esté presente em T.cruzi, mas os filamentos tipicos, encontrados
em eucariotos superiores, nao foram observados (Melo et al., 2008; Souza et al.,
2013).

O T. cruzi apresenta um flagelo anterior, que se origina no corpo basal e passa

por uma invaginacdo da membrana que reveste o corpo celular e forma a bolsa
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flagelar. Na forma amastigota o flagelo € muito curto, muitas vezes permanecendo
dentro da bolsa flagelar. Nas formas epimastigotas e tripomastigotas parte do flagelo
encontra-se aderida ao corpo, em uma regido conhecida com FAZ (flagellar
attachment zone), promovendo uma ondulacdo na membrana plasmatica quando
ocorre o batimento flagelar. Na saida da bolsa flagelar h4 um contato intimo entre a
membrana do flagelo e a membrana que reveste a regiao de transi¢cao entre o corpo
celular e a bolsa flagelar. Esse contato estabelece uma barreira de comunicagéo entre
0 meio extracelular e a bolsa flagelar, promovendo um controle sobre a natureza dos
componentes que entram na bolsa flagelar e que poderdo ser posteriormente
ingeridos por endocitose (De Souza, 2002).

O T. cruzi possui uma mitocondria Unica e ramificada que se estende por toda
a célula. Na porcao anterior do parasita a mitocondria forma uma regido conhecida
como cinetoplasto, onde se concentra uma matriz complexa de DNA mitocondrial. O
DNA do cinetoplasto (kDNA) pode representar até 30% do total de DNA da célula (De
Souza, 2002). O kDNA é composto por moléculas circulares, os maxicirculos e
minicirculos. Os maxicirculos s&o similares ao DNA mitocondrial de eucariotos
superiores, codificando rRNA e as subunidades do complexo respiratorio (Stuart,
1983). J& os minicirculos codificam RNAs guias, que atuam na edi¢éo de transcritos
do maxicirculo (Aphasizhev e Aphasizheva, 2014; Shapiro e Englund, 1995).

O glicossomo é uma organela caracteristica dos Kinetoplastea e contém
praticamente todas as enzimas da via glicolitica, sendo considerado um tipo
especializado de peroxisomo. E uma organela envolvida em vérias fungdes, como B-
oxidacdo de acidos graxos e metabolismo de carboidratos (Opperdoes e Michels,
1991). O Acidocalcissomo é uma organela citoplasmatica rica em calcio e fosfato e de
pH acido (DoCampo e Moreno, 1999). Sdo organelas importantes na regulacao
osmoética e na homeostase do pH intracelular, colaborando com o vaculo contratil.

O T. cruzi possui um vacuolo contratii osmo-regulador localizado em
associacdo com a membrana da bolsa flagelar. Este vacuolo é essencial para a rapida
adaptacao a diferentes pressdes osmoticas. O vacuolo contratil também contribui para
a regulacdo da homeostase de calcio e para o transporte de proteinas para a
membrana plasmatica (Allen e Naitoh, 2002). Alguns estudos sugerem gue 0S
acidocalcissomos se fundem aos vacuolos contrateis, contribuindo para a
osmoregulacéo da célula (Rohloff et al., 2004).

O reticulo endoplasmatico (RE) pode ser encontrado por todo o corpo celular

de todas as formas evolutivas de T. cruzi. O complexo de Golgi € Unico e esta sempre
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presente, localizado proximo ao cinetoplasto e a bolsa flagelar (Figueiredo e Soares,
1995). Vesiculas brotam da face Trans do Golgi, proximo a bolsa flagelar (De Souza,
2002).

1.2.4. Via endocitica em T. cruzi

Assim como outras células eucaridticas, protozoarios parasitas da familia
Trypanosomatidae sdo capazes de ingerir macromoléculas do meio extracelular por
meio de endocitose. Nestes protozoarios o processo de endocitose é extremamente
polarizado, com a captacado de carga confinada a bolsa flagelar em Leishmania e T.
brucei ou distribuida entre a bolsa flagelar e o citdstoma emepimastigotas e
amastigotas de T. cruzi (De Souza et al., 2009).

Em T. brucei o processo de endocitose € rapido, seguido de eficiente
degradacdo da carga e reciclagem de receptores de superficie (De Souza et al., 2009).
O T. brucei possui um sistema endocitico convencional, porém mais simplificado se
comparado com eucariotos superiores. Este sistema consiste em endossomos iniciais
e tardios, juntamente com um corpo multivesicular e terminando com o lisossomo para
degradacdo. As vesiculas que brotam da bolsa flagelar contém revestimento de
clatrina (Allen et al., 2003).

Em T. cruzi a endocitose ja foi observada em formas epimastigotas (De Souza
et al., 2009) e mais recentemente em amastigotas (Cassiano M. Batista, ICC/Fiocruz-
PR, comunicacdo pessoal, manuscrito em preparagdo) e parece nao ocorrer em
tripomastigotas (Correa et al, 2002). Em epimastigotas a captacdo de moléculas-carga
ocorre majoritariamente através do complexo citostoma-citofaringe, mas também pela
bolsa flagelar (Porto-Carreiro e al., 2000).0 complexo citéstoma-citofaringe € uma
invaginacao especializada na membrana plasméatica que penetra profundamente no
citoplasma, terminando na porgéo posterior da célula apos o nucleo (Alcantara et al,
2014; VataruNakamura et al, 2005). A invaginacao (citofaringe) apresenta sua
abertura para o meio externo (citéstoma) localizada lateralmente ao corpo da célula,
proximo a regido da bolsa flagelar e estd presente em formas epimastigotas e
amastigotas de tripanosomas do subgenero Schizotrypanum (Milder e Deane, 1969;
De Souza, 2002). O citéstoma € uma regido de grande interesse, uma vez que a maior
parte da atividade endocitica no T. cruzi ocorre a partir desta estrutura, e ndo via bolsa
flagelar (Porto-Carreiro et al., 2000; VataruNakamura et al., 2005).

As moléculas endocitadas pelo citdstoma sao rapidamente internalizadas por

meio de vesiculas endociticas. Essas vesiculas se fundem para formar uma estrutura
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tubular, a qual dara origem a estruturas conhecidas como reservossomos (Porto-
Carreiro et al.,, 2000). Entretanto, a presenca do endossomo inicial em formas
epimastigotas de T. cruzi é controversa. Foi proposto que vesiculas-carga
provenientes da superficie celular (citdstoma e bolsa flagelar) entregam seu conteudo
diretamente aos reservossomos, sem passar por um endossomo inicial (Soares,
1999).

Os reservossomos sao estruturas especializadas no acumulo de
macromoléculas externas endocitadas (Soares e De Souza, 1991; Figueiredo e
Soares, 2004). O pH no interior da organela é de cerca de 6,0, colocando-0 como um
compartimento pré-lisosomal, sendo transformados em lisossomos por maturacao
durante o processo de metaciclogénese. Durante a diferenciacdo de epimastigota
para tripomastigota a organela involui, ndo sendo encontrada na forma tripomastigota
sanguinea (Soares et al.,, 1992). Assim, 0s reservossomos sao considerados os
principais locais de degradac¢éo de proteinas. Duas hidrolases de reservossomos sao
bem caracterizadas em T. cruzi: cruzipaina e serino carboxipeptidase. Cruzipaina &
considerada um fator fundamental na viruléncia para o T. cruzi durante a invasao da
célula hospedeira e para sobrevivéncia intracelular e é a cisteino-proteinase mais
encontrada na célula. A serino carboxipeptidase catalisa a hidrolise da porgéo carboxi-
terminal de proteinas e peptideos. A morfologia dos reservossomos € anormal apos
longos periodos de estarvacdo (De Souza et al., 2009). Os reservossomos Sao
comparados aos endossomos tardios de mamiferos (Soares et al., 1992).

Foi proposto que a endocitose mediada por clatrina estaria restrita a bolsa
flagelar, enquanto que a endocitose independente de clatrina ocorreria
majoritariamente pelo citostoma (Corréa et al, 2007). Embora existam indicacdes de
endocitose dependente de clatrina em T. cruzi (Figueiredo e Soares, 2004; Corréa et
al., 2007; Corréa et al., 2008), faltam evidéncias diretas para que esta via e suas
caracteristicas moleculares e importancia fisioldgica sejam conhecidas. Com base
nisso, a presente tese tem como objetivos verificar o papel da clatrina na endocitose
de T. cruzi, tanto na bolsa flagelar quanto no citéstoma, bem como suas proteinas

associadas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar a expressdo do gene e a localizacdo das proteinas cadeias pesada

(TcCHC) e leve (TcCLC) de clatrina em diferentes formas evolutivas de T. cruzi

(epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas) e identificar seus complexos

associados.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Avaliar a expressdo de TcCHC e TcCLC em diferentes fases evolutivas de T.
cruzi (formas epimastigotas, formastripomastigotas metaciclicas e
amastigotas) por Western blot;

Identificar a localizac&o celular de TcCHC e TcCLC em formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi por microscopia de fluorescéncia,
bem como a imunolocaliza¢do ultra-estrutural de TcCLC,;

Identificar, por imunofluorecéncia, a localizacdo de TcCLC fusionada as
proteinas A e C;

Identificar a localizacao celular de TcEpsina-GFP em epimastigotas de T. cruzi,
bem como sua co-localizagdo com TcCHC,;

Isolar e identificar complexos proteicos associados a TcCLC e TcEpsina, a

partir das populagdes de T. cruzi expressando TcCLC/AC e TcEpsina-GFP.
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CAPITULO 1
CARACTERIZACAO DE CLATRINA EM TRYPANOSOMA CRUZI

Os dados obtidos nesta parte foram publicados em 2014 na revista BMC Cell

Biology (Fator de Impacto: 2,84; Quais B1 na area CB-I)

Titulo: Clathrin expression in Trypanosoma cruzi

Autores: Ligia Cristina Kalb, Yohana Camila Antunes Frederico, Cassiano Martin
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RESUMO

O trafego vesicular mediado por clatrina, mecanismo pelo qual proteinas e lipideos
sao transportados entre organelas envolvidas por membrana, é responsavel por uma
grande proporcao da importacdo da membrana plasmatica (endocitose) e transporte
a partir da Rede Trans do Golgi para o sistema endossomal. Os eventos mediados
por clatrina ainda sao pouco conhecidos no protozoario Trypanosoma cruzi, 0 agente
causador da doenca de Chagas na América Latina. Neste estudo, a expresséo e a
localizacdo das proteinas cadeias pesada (TcCHC) e leve (TcCLC) de clatrina foram
investigadas em diferentes formas evolutivas de T. cruzi (epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas), utilizando anticorpos policlonais e monoclonais
produzidos contra proteinas recombinantes de T. cruzi. Andlise por microscopia
confocal revelou um acumulo de TcCHC e TcCLC na porgéo anterior da célula, onde
a bolsa flagelar e complexo de Golgi estdo localizados. A TcCLC parcialmente co-
localizou com o marcador de Golgi TCRAB7-GFP e com albumina endocitada, mas
nao colocalizou com transferrina, uma proteina endocitada principalmente através de
vesiculas ndo revestidas formadas no complexo citdstoma/citofaringe. As cadeias leve
e pesada de clatrina sdo expressas em T. cruzi. Ambas as proteinas séo tipicamente
localizadas na porcéo da célula anterior ao cinetoplasto, regido onde se encontram a
bolsa flagelar e o Complexo de Golgi. Nossos dados indicam que em formas
epimastigotas de T. cruzi a endocitose de albumina mediada por clatrina, ocorre na
bolsa flagelar, enquanto que a endocitose de transferrina, independente de clatrina,

ocorre no complexo citostoma/citofaringe.
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Clathrin expression in Trypanosoma cruzi

Ligia Cristina Kalb', Yohana Camila Antunes Frederico', Cassiano Martin Batista', Iriane Eger'?,
Sténio Perdigdo Fragoso” and Maurilio José Soares'”

Abstract

Background: Clathrin-mediated vesicular trafficking, the mechanism by which proteins and lipids are transported
between membrane-bound organelles, accounts for a large proportion of import from the plasma membrane
(endocytosis) and transport from the trans-Golgi network towards the endosomal system. Clathrin-mediated events
are still poorly understood in the protozoan Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease in Latin
America. In this study, clathrin heavy (TcCHC) and light (TcCLC) chain gene expression and protein localization were
investigated in different developmental forms of T. cruzi (epimastigotes, trypomastigotes and amastigotes), using
both polyclonal and monoclonal antibodies raised against T. cruzi recombinant proteins.

Results: Analysis by confocal microscopy revealed an accumulation of TcCHC and TcCLC at the cell anterior, where
the flagellar pocket and Golgi complex are located. TcCLC partially colocalized with the Golgi marker TcCRAB7-GFP
and with ingested albumin, but did not colocalize with transferrin, a protein mostly ingested via uncoated vesicles
at the cytostome/cytopharynx complex.

Conclusion: Clathrin heavy and light chains are expressed in T. cruzi. Both proteins typically localize anterior to the
kinetoplast, at the flagellar pocket and Golgi complex region. Our data also indicate that in T. cruzi epimastigotes
clathrin-mediated endocytosis of albumin occurs at the flagellar pocket, while clathrin-independent endocytosis of
transferrin occurs at the cytostome/cytopharynx complex.

Keywords: Clathrin, Endocytosis, Immunolocalization, Trypanosoma cruzi

Background
Clathrin is a heteromeric protein composed of heavy chain
subunits that can self-assemble into a polyhedral array on
membranes. The most thoroughly characterized form of
clathrin comprises light chain subunits, which are unstruc-
tured until bound to heavy chains [1]. Clathrin was de-
scribed nearly 40 years ago [2] and since then the clathrin
heavy chain (CHC) has been identified in all eukaryotes [3],
while the clathrin light chain (CLC) subunit has proved
more difficult to identify in distant eukaryotic species [1].
Clathrin-mediated vesicular trafficking is the most highly
characterized mechanism by which proteins and lipids are
transported between membrane-bound organelles, being
responsible for a large proportion of import from the
plasma membrane (endocytosis) and transport from the
trans-Golgi network (TGN) towards the endosomal system
[4,5]. The amino acid sequence of CHC is highly conserved
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from yeasts to humans, with the majority of variations
representing conservative replacements or infrequent gaps,
usually of less than three residues. The strong pressure to
preserve the primary structure of CHC likely reflects the
highly extended interleg contacts required for assembly, as
well as the large number of interactions with other proteins
involved in cargo sorting and the regulation of membrane
coat formation [4,6].

Endocytosis is essential for eukaryotic cell survival as a
basic mechanism of ingesting macromolecules and has been
thoroughly characterized in mammalian and yeast cells. In-
ternalized molecules are later degraded in the endosomal-
lysosomal system and provide important precursors for
several key metabolic pathways [7]. Among parasitic
protozoa, endocytosis is also important for evading host
immune defenses and to support the intense proliferation
of specific life cycle stages [8]. A particularly good example
of these parasitic protozoa are trypanosomatids, a group
that includes pathogenic parasites, such as Trypanosoma
brucei, T. cruzi and different Leishmania species, which
are all associated with severe diseases in humans.

© 2014 Kalb et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Domain
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Except for a previous study demonstrating endocytosis
of ferritin via coated vesicles in Crithidia fasciculata [9],
endocytosis in trypanosomatids has been reported predom-
inantly in 7. brucei and also in T. cruzi and Leishmania [8)].
In most trypanosomatids endocytic activity is polarized and
restricted to the flagellar pocket membrane [8,10]. In
T. brucei, endocytic activity has also been shown to vary
across the different developmental stages of the parasite [11].

Endocytic mechanisms have been studied most exten-
sively in T. brucei, where clathrin-mediated endocytosis
is the major route for endocytosis [12]. Clathrin was
found in T. brucei at endocytic vesicles and post-Golgi
elements, suggesting that it serves a similar range of
functions to those found in higher eukaryotes [13,14].
Suppression of clathrin expression in 7. brucei using RNA
interference results in rapid lethality in the bloodstream
stage, the developmental form most active for endocytosis
[11]. Nevertheless, the events leading up to endocytosis
(regardless of whether it is mediated by clathrin) in
T. cruzi, the causative agent of Chagas disease in Latin
America, are still poorly understood. A major obstacle
occurs because these two Trypanosoma species exhibit
markedly different life cycles, and the developmental forms
that can be maintained easily in the laboratory are distinct
(T. brucei trypomastigotes x T. cruzi epimastigotes), making
direct comparisons difficult. Furthermore, analysis of endo-
cytic activity in T. cruzi is far more complex because the
epimastigote form of this parasite exhibits a second endocy-
tic portal, the cytostome/cytopharynx complex [8,15].

Morphological observations by transmission electron
microscopy have previously identified coated vesicles
budding off from both the flagellar pocket and a region
adjacent to the TGN in T. cruzi epimastigotes and trypo-
mastigotes [16,17]. Subcellular localization of clathrin has
been examined in 7. cruzi epimastigotes by immunofluor-
escence, however, using a heterologous antibody against
bovine clathrin. Immunolabeling was observed clustered
at the anterior region of cells, where the flagellar pocket
and the single Golgi complex are located [16].

In this study, we have performed a thorough analysis of
the CHC and CLC genes of T. cruzi, characterizing their
expression and localization in different developmental
forms of the parasite (epimastigotes, trypomastigotes and
amastigotes), using both polyclonal and monoclonal anti-
bodies produced against 7. cruzi recombinant proteins.
Our data indicate that clathrin heavy and light chains are
expressed in T. cruzi and that they localize to the flagellar
pocket and Golgi complex region.

Results

TcCLC and TcCHC: in silico gene identification and
domain analysis

A hypothetical gene for T. cruzi clathrin light chain was iden-
tified in the TritrypDB database (Tc00.1047053506211.240).
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This gene is 648 bp long, maps between nucleotides
466,358 and 467,005 on chromosome 40 of T. cruzi
and encodes a hypothetical protein (TcCLC) of 216
amino acids (23.3 kDa). A comparison of amino acid
sequence alignments revealed that TcCLC is conserved
in trypanosomatids (Table 1), with maximal identities
between 37 to 45% (90% for T. cruzi marinkellei). The
percentage identity was 32-34% for more divergent
organisms, such as H. sapiens and S. cerevisae, but the
length of these alignments was smaller (101 and 56 amino
acids, respectively, Table 1).

The T. cruzi clathrin heavy chain gene has already been
identified in the TritrypDB database (Tc00.1047053506167.
50). This gene is 5,115 bp long, maps between nucleotides
1,104,521 and 1,109,635 on chromosome 37 of T. cruzi
and encodes a clathrin heavy chain protein (TcCHC) of
1,704 amino acids (192.891 kDa). A comparison of amino
acid sequence alignments revealed that TcCHC is highly
conserved in trypanosomatids (Table 1), with maximal
identities between 65 and 98%.

Analysis of the TcCLC gene using the pFAM database
revealed that the encoded protein contains a clathrin
light chain domain located between amino acids 92 and
208, while the TcCHC-encoded protein contains a clathrin
heavy chain linker (amino acids 333-356), clathrin-H-link
domains (amino acids 358—423) and several repeats found
in clathrin and in vacuolar protein sorting-associated
(VPS) proteins (amino acids 544—1579, approximately
140 amino acids per repeat).

TcCLC and TcCHC expression in Trypanosoma cruzi

A polypeptide of approximately 23.3 kDa, encoded by the
entire 7. cruzi CLC gene, was used to obtain a mouse anti-
serum. When assessed by western blotting, this antiserum
reacted with a polypeptide of approximately 30 kDa in
whole cell lysates obtained at different stages of the T. cruzi
life cycle (Figure 1A).

A polypeptide of approximately 40 kDa, encoded by the
N-terminal sequence of the 7. cruzi CHC gene, was used
to obtain polyclonal and monoclonal (IgG1/kappa isotype)
antibodies. When lysates obtained at different stages of
the T. cruzi life cycle were probed with this monoclonal
antibody by western blotting, a polypeptide of approxi-
mately 190 kDa was detected corresponding to endogenous
TcCHC (192 kDa). The antibody also detected the
GST-TcCHC fusion protein (approximately 70 kDa)
expressed in E. coli (data not shown). As expected, the
monoclonal antibody did not detect proteins from normal
E. coli extracts (data not shown).

Differential expression of both TcCHC and TcCLC was
observed during the T. cruzi life cycle as determined by
comparing TcCHC and TcCLC levels at different develop-
mental stages (Figure 1B) with that of the corresponding
actin loading control (Figure 1A, middle bands). Both
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Table 1 Amino acid sequence comparison of Trypanosoma cruzi CLC (Clathrin Light Chain and CHC (Clathrin Heavy
Chain), indicating the percentage of sequence identity and similarity (in parenthesis)

T. cruzi T. cruzi marinkellei  T. brucei L. donovani L. mexicana L. major H. sapiens S. cerevisae
CHC 98 (99) sl=1704 71 (85°sI=1706 67 (83) sI=1705 67 (82) sl=1705 65 (82)%sI=1705 39 (62)% sl=1694 35 (57) sl=1680
CLC 90 (93) sl=214 44 (61) sl=189 40 (56) sl =291 45 (66) sl=145 37 (55) sl=161 32 (55) sl=101 34 (51) sl=56
a[el.

Sequence length (sl): number of amino acids in the aligned sequences.

TcCHC and TcCLC were expressed to a lesser extent in
trypomastigotes and to a greater extent in amastigotes.

Subcellular localization of TcCLC and TcCHC in
Trypanosoma cruzi

Confocal microscopy was used to visualize the cellular
distribution of clathrin heavy (TcCHC) and light (TcCLC)
chains in T. cruzi, using the TcCHC monoclonal antibody
(Figure 2) and the TcCLC antiserum (Figure 3). These
antibodies recognized the proteins in all developmental
forms tested. Intense immunolabeling was detected adja-
cent to the kinetoplast, in a cell region where the flagellar
pocket and Golgi complex are located.

As mentioned above, incubation of T. cruzi with an anti-
serum against TcCLC resulted in positive immunolabeling
in a region adjacent to the kinetoplast. Accordingly, this
same pattern of localization was observed in TcCLC/AC-
transfected T. cruzi epimastigotes immunolabeled with an
anti-protein A antibody (Figure 4A-D; see Additional file 1).
Furthermore, TcCLC colocalized with TcCHC at the anterior
region of wild type epimastigotes, where the flagellar pocket
and the single Golgi complex are located (Figure 4E—H).

In TcRab7-GFP transfected T. cruzi epimastigotes,
immunolabeling with antiserum against TcCLC partially
colocalized with the Golgi marker TcRab7-GFP [18] in-
dicating that TcCLC may also localize to the flagellar
pocket (Figure 41-L). To confirm this hypothesis, wild-type
epimastigotes were incubated with Alexa Fluor 488 con-
jugated albumin, a protein that is ingested through the
flagellar pocket. As expected, TcCLC colocalized with

albumin at the flagellar pocket region (Figure 4M-P; see
Additional file 2), but not with albumin loaded into endocy-
tic vesicles at the posterior cell region. Finally, TcCHC did
not colocalize with Alexa Fluor 633-conjugated transferrin,
a protein that is predominantly ingested via uncoated
vesicles at the cytostome/cytopharynx complex and which
accumulates in reservosomes (Figure 4Q-T).

The TcCLC antiserum was also used to determine the
subcellular localization of endogenous TcCLC in wild-type
T. cruzi epimastigotes by transmission electron microscopy.
Ultrastructural analysis revealed immunolabeling at the
flagellar pocket membrane (see Additional file 3), further
confirming the results obtained by confocal microscopy.

Discussion

Our data represent the first attempt to analyze clathrin
expression and subcellular localization in the American
trypanosome 7. cruzi using homologous reagents. An
In silico search detected a hypothetical clathrin light chain
protein (TcCLC) encoded by the 7. cruzi genome. This
protein has a clathrin light chain domain, which mediates
interaction with the clathrin heavy chain and regulates
stabilization of clathrin coat trimerization in mammalian
cells [17,19]. Amino acid sequence alignments revealed
that TcCLC is conserved in trypanosomatids.

The presence of a clathrin light chain gene and expres-
sion of the encoded protein (TcCLC) have not previously
been demonstrated in T. cruzi. In this study, we raised an
antiserum against TcCLC which has an expected molecular
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Figure 1 Expression of clathrin heavy (CHC) and light (CLC) chains in different Trypanosoma cruzi developmental forms. (A) Immunoblotting
of parasite lysates using anti-TcCHC monoclonal IgG (upper bands), TcCLC antiserum (lower bands) and TcActin antiserum (middle bands). Epi: culture
epimastigotes; Trypo: metacyclic trypomastigotes; Ama: isolated amastigotes; Vero: Vero cells (amastigote control). Each lane contained 15 g protein.
(B): CHC and CLC expression, as determined by the integrated density of protein bands (normalized to TcActin), analyzed using ImageJ. To evaluate
expression in amastigotes, the signal obtained for Vero cells was subtracted from that obtained for the amastigotes. Epi: culture epimastigotes in LIT
medium; Trypo: metacyclic trypomastigotes; Ama: amastigotes.
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images of the parasite body. Scale bars=5 um.

Figure 2 Analysis of TcCHC localization in Trypanosoma cruzi using a TcCHC monoclonal antibody. Subcellular localization of TcCHC in
the various developmental forms of T. cruzi. (A-B): epimastigote. (C-D): metacyclic trypomastigotes. (E-F): isolated amastigote. Note strong
immunolabeling in a region adjacent to the kinetoplast (arrow), where the flagellar pocket and Golgi complex are located. Nucleus (arrowhead)
and kinetoplast DNA were stained with Hoechst 33342. A: rabbit anti-mouse IgG conjugated to Alexa Fluor 594 (pseudocolored in green); C & E:
rabbit anti-mouse IgG conjugated to Alexa Fluor 488; B & F: Differential interference contrast (DIC) images of the parasite body; D: phase contrast

However, in western blot assays the antiserum recognized a
polypeptide of approximately 30 kDa in whole protein ex-
tracts of different 7. cruzi developmental forms. A possible
explanation is that the N-terminal 90 residues of TcCLC,
which are rich in proline and glycine, account for the

anomalous electrophoretic mobility during SDS-PAGE
and consequently result in estimated molecular weights
that range from 32 to 36 kDa [4].

A clathrin heavy chain gene is present in the T. cruzi
genome [20]. Amino acid sequence alignments revealed
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images of the parasite body. Scale bars=5 um.

Figure 3 Analysis of TcCLC localization in Trypanosoma cruzi using TcCLC antiserum. Subcellular localization of TcCLC in the various
developmental forms of T. cruzi. (A-B): epimastigotes. (C-D): metacyclic trypomastigote. (E-F): isolated amastigote. Note the strong
immunolabeling adjacent to the kinetoplast (arrow). Nucleus (arrowhead) and kinetoplast DNA were stained with Hoechst 33342. B, D & F: DIC

that the encoded protein (TcCHC) is highly conserved
in trypanosomatids. TcCHC has a clathrin heavy chain
linker domain with an alpha-alpha superhelical structure
[21]. The clathrin-H-link domain is short and often appears
directly downstream from the clathrin heavy-chain linker
[22]. Clathrin and VPS repeat regions are approximately
140 amino acids long, composed of multiple alpha helical
repeats and occur in the arm regions of the clathrin heavy
chain [23,24], as well as in VPS proteins [25].

Both clathrin light and heavy chains are present in the
T. cruzi genome and are differentially expressed in the
major developmental forms of this parasite. The low ex-
pression level observed in T. cruzi trypomastigotes may
be related to the low endocytic activity observed for this

stage [26], as opposed to the high endocytic activity found
in T. brucei bloodstream trypomastigotes [27].

We raised monoclonal and polyclonal antibodies against
the conserved N-terminal region of T. cruzi clathrin heavy
chain. These homologous antibodies are more specific
than those previously produced using clathrin isolated
from bovine brain [16], which may constitute a pool of
clathrin heavy and light chains. Our immunofluorescence
assays demonstrated colocalization of CLC and CHC in a
region adjacent to the kinetoplast of trypanosomatids, at
the flagellar pocket/Golgi region. Some of these proteins
localized to the Golgi complex, as demonstrated by partial
colocalization with TcRab7, a Golgi marker for 7. cruzi
[18]. Accordingly, a previous study showed that T. brucei
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Figure 4 Immunocolocalization of clathrin heavy and light chains in Trypanosoma cruzi epimastigotes. Nucleus (arrowhead) and
kinetoplast (arrow) DNA were stained with Hoechst 33342. (A-D): Transfected epimastigote expressing CLC-A/C incubated with TcCLC antiserum
(A) and an antibody against protein A (B). (E-H): Transfected epimastigote expressing CLC-A/C incubated with monoclonal antibody against
TcCHC (E) and an antibody against protein A (F). (I-L): Transfected T. cruzi epimastigote expressing Rab7-GFP (which localizes to the Golgi complex)
(1), incubated with antiserum against TcCLC (J); note partial colocalization of the GFP and TcCLC signals. (M-P): CLC-A/C-expressing epimastigote
incubated with Alexa Fluor 488-conjugated Albumin (M) and immunolabeled with antibody against protein A (N). Note colocalization at the cell
anterior, in a region corresponding to the flagellar pocket. (Q-T): Wild type T. cruzi epimastigote immunolabeled with monoclonal antibody
against TcCHC (Q) and incubated with Alexa Fluor 633-conjugated transferrin (R); Note absence of colocalization at the cell anterior, indicating
that transferrin (red) localizes to the cytostome/cytopharynx and clathrin (green) to the flagellar pocket region. C, G, K, O & S: Merged images. D,
H, L, P & T: Differential interference contrast (DIC) images of the parasite body. Scale bars =5 um.

CLC is present at the flagellar pocket membrane, Golgi
complex and endosomal compartments [28].

Evidence for clathrin-mediated endocytosis in 7. cruzi
amastigotes is provided by the positive immunolabeling
for clathrin at the cell region where the small flagellum
emerges. Immunolabeling was also found at the poster-
ior region of trypomastigote forms, where both the fla-
gellar pocket and Golgi complex are located. A previous
study has shown that although transferrin can bind to
the flagellar pocket membrane of trypomastigote forms,
it is not endocytosed [28]. Therefore, it seems that clathrin
in T. cruzi trypomastigotes may predominantly be involved
in vesicle formation at the TGN.

TcCHC/TcCLC positive immunolabeling at the flagellar
pocket region in 7. cruzi epimastigotes indicates the
occurrence of clathrin-mediated endocytosis at this site. It
has previously been shown that in 7. cruzi 80% of trans-
ferrin endocytosis occurs through the cytostome [29],
while albumin endocytosis occurs at the flagellar pocket
via coated vesicles [16]. Accordingly, it has been shown
that transferrin uptake in 7. cruzi is impaired following
the disruption of cytostome-associated cytoskeletal el-
ements and the stability of membrane cholesterol, but
not by the disruption of clathrin-dependent endocytosis
[30]. Taken together, our findings from endocytosis assays,
which show colocalization of clathrin (CHC/CLC) with al-
bumin but not with transferrin in 7. cruzi epimastigotes,
strongly suggest that in this developmental form clathrin-
mediated endocytosis occurs at the flagellar pocket and that
clathrin-independent endocytosis occurs at the cytostome/
cytopharynx complex.

Conclusions

Expression of clathrin heavy and light chains was demon-
strated in Trypanosoma cruzi using homologous antibodies.
Both proteins localized to the flagellar pocket and Golgi
complex region of different developmental forms of this
parasite (epimastigotes, trypomastigotes and amastigotes).
Our data also indicate that in 7. cruzi clathrin-mediated
endocytosis occurs at the flagellar pocket, while clathrin-
independent endocytosis occurs at the cytostome/
cytopharynx complex. Further studies are under way to

identify clathrin-associated proteins and the role these
proteins play in the biology of this protozoan.

Methods

Reagents

Holo-transferrin, xrabbit anti-protein A antibody and
bovine serum albumin were purchased from Sigma
(Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA). Alexa Fluor
488 and Alexa Fluor 594-conjugated rabbit anti-mouse
IgGs were purchased from Molecular Probes (Carlsbad,
CA, USA). AP-conjugated rabbit anti-mouse IgG was
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA). SDM79 medium, molecular weight markers
(Benchmark Protein Ladder, 10-220 kDa) and the
fluorescent dye Hoechst 33342 trihydrochloride were
purchased from Invitrogen (Eugene, OR, USA). Alexa
Fluor 488-conjugated albumin and Alexa Fluor 633-
conjugated transferrin were purchased from Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).

Parasites

Cultured epimastigote forms of Trypanosoma cruzi, clone
Dm28c [31], were grown at 28°C with weekly passages in
liver infusion tryptose (LIT) medium [32] supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS).

Epimastigotes were differentiated in vitro into meta-
cyclic trypomastigotes under chemically defined condi-
tions in TAU3AAG medium [33]. Briefly, epimastigotes
from 5-day-old cultures (mid-log phase of growth) were
harvested by centrifugation at 8,500 x g for 10 min at
10°C. The parasites were then incubated for 2 h at
28°C in triatomine artificial urine (TAU) medium
(190 mM NaCl, 17 mM KCI, 2 mM MgCl,, 2 mM
CaCl,, 8 mM phosphate buffer pH 6.0) at a density of
5 x 10 cells/ml. This was followed by a further incuba-
tion (1:100 cell dilution) of 72 h in TAU3AAG medium
(TAU supplemented with 10 mM L-proline, 50 mM
L-sodium glutamate, 2 mM L-sodium aspartate, and
10 mM D-glucose). Media in culture flasks never exceeded
one centimetre in depth. Metacyclic trypomastigotes
were purified from 72-h-old cultures by DEAE-51 cellulose
chromatography [33].
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To obtain isolated amastigotes, metacyclic trypomastigotes
were used to infect Vero cells (ATCC nr. CRL-1586), which
were cultivated in Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM, Sigma) supplemented with 5% FBS and incubated
in a humidified atmosphere with 5% CO, at 37°C. After
10 days of infection, amastigotes released into the super-
natant were harvested by centrifugation at 1,000 x g
for 5 min.

In silico analysis

The TritrypDB database was searched for T. cruzi
genes encoding amino acid sequences for clathrin
heavy chain (TcCHC) and hypothetical clathrin light
chain (TcCLC) proteins. Gene IDs Tc00.1047053506167.50
and Tc00.1047053506211.240 were found for TcCHC
and TcCLC respectively. The corresponding amino acid
sequences of TcCHC and TcCLC were aligned with the
Protein Blast algorithm (Blastp-NCBI, Bethesda, MD, USA).
The pFAM software (Sanger Institute, Cambridge, UK) was
used for domain analysis.

Cloning and expression of Trypanosoma cruzi TcCHC
and TcCLC

A fragment corresponding to the first 1,360 nucleotides of
the TcCHC open reading frame (ORF) was amplified by
PCR using the forward prime: 5'-ATGAACGGCCCCTT
GACGACA-3" and reverse primer: 5 -TGACAGACCC
ACCTTTCGGCACAAC-3'. The amplified product was
cloned into the Sall and Not sites of the pGEX-4 T1 vector
(GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA, USA), resulting
in the incorporation of a GST (Glutathione-S-Transferase)
tag upstream of the insert.

The complete coding sequence of TcCLC was amplified
using synthetic primers based on the 7. cruzi CL Brener
sequence, available from the T. cruzi genome database
(www.genedb.org). The putative 648 bp ORF, encoding
a protein of 23.3 kDa, was amplified by PCR using gen-
omic DNA as template and forward and reverse primers
(forward primer: 5'-GGGGGATCCATGGACCCTTTTG
AAGGAAGC-3’, reverse primer: 5'-GGGGTCGACTT
ATTGAGCGGTTTCGCCCT-3") which incorporated
flanking BamHI and Sall restriction sites (in bold) into
the amplified product for subsequent insertion into the
pGEX-4T1vector.

Positive TcCHC and TcCLC clones were purified with a
QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)
and sequencing was performed at Macrogen Inc.
(Seoul, Korea). The correct sequence was confirmed with
the BLAST algorithm. The amplified fragments were
inserted into the pGEX-4 T1 vector and used to transform
the Escherichia coli TOP10 strain (Invitrogen, USA).
Production of recombinant proteins was induced fol-
lowing addition of 0.3 mM IPTG (isopropyl-f-D-1-
thiogalactopyranoside) to bacterial cultures. Inclusion
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bodies containing the TcCHC recombinant protein were
isolated from the insoluble fraction and the recombinant
protein then purified by electro-elution. TcCLC recombin-
ant protein was purified from the soluble fraction using a
GST column.

To generate transfected epimastigotes expressing TcCLC
with a protein A and C amino-terminal fusion (TcCLC/AC),
TcCLC cDNA was cloned into the pTcGWPTP expres-
sion vector. The pTcGWPTP vector encodes proteins A
and C and is a modification of the previously described
pTcGWGEFP vector [34]. The TcCLC gene was used to
design forward (5'-ATGGACCCTTTTGAAGGAAGC-3’)
and reverse (5-TTATTGAGCGGTTTCGCCCT-3")
primers flanked by sequences compatible with the Gateway
(Invitrogen, USA) cloning platform to enable subse-
quent subcloning into the target vector. The resulting
pTcGWPTP plasmid encoding the TcCLC gene fused
to proteins A and C was used to transfect parasites.

Parasite transfection

T. cruzi epimastigote cultures were grown at 28°C in
LIT medium supplemented with 10% FBS to a density
of approximately 3 x 107 cells/ml. Parasites were then
harvested by centrifugation at 3,000 x g for 5 min at
room temperature, washed once in phosphate-buffered
saline (PBS, pH 7.2) and resuspended in 0.4 ml of elec-
troporation buffer (140 mM NaCl, 25 mM HEPES,
0.74 mM Na,HPO,, pH 7.5) at a density of 1 x 10° cells/ml.
Cells were then transferred to a cuvette (0.2 cm gap width)
and 10-15 pg DNA added. The mixture was placed on
ice for 10 min and then subjected to two pulses of 450 V/
500 pF using the Gene Pulser II (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). Following electroporation, cells were cultured in
10 ml LIT medium containing 10% FBS and incubated for
24 h at 28°C. The antibiotic G418 (500 pg/ml) was then
added to the culture medium and stable, resistant cells were
obtained approximately 20 days after transfection. Stably
transfected cells were maintained in cultures containing
250 pg/ml G418.

Antibody (Ab) production

Polyclonal antibodies raised against recombinant TcCHC
and TcCLC proteins were produced in albino Balb/c
mice. Approximately 50 ug of purified GST-tagged pro-
tein was mixed at a ratio of 1:1 with complete Freund’s
adjuvant and inoculated intra-peritoneally. After 15 days
the animals received three consecutive boosts with an
additional 20 pg of the antigen and 77 pl of Alu-Gel ad-
juvant (Serva, Heidelberg, Germany), at 2-week intervals.
Antiserum was obtained 5 days after the last booster in-
jection. A monoclonal antibody against TcCHC was pro-
duced from spleen cells isolated from a responsive
mouse, as described previously [35].
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All animals were handled in strict accordance with the
recommendations made in the Guide for Animal Use of
the Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz, Brazil). The
protocol was approved by the Committee on Animal
Experimentation (CEUA/FIOCRUZ), number P-47/12-3.

Western blot analysis

For immunoblotting, total protein extracts of T. cruzi
epimastigotes, metacyclic trypomastigotes and isolated
amastigotes, as well as whole extracts of Vero cells, were
obtained by cell lysis by resuspending PBS-washed cells
(1 x 10° cells/pl) in sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) sample buffer. Proteins
(15 pg/lane) were fractionated by SDS-PAGE in gradient
polyacrylamide gels and transferred onto nitrocellu-
lose membranes (Hybond C, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, United Kingdom) according to standard
protocols [36]. Following protein transfer, the membranes
were blocked with 5% non-fat milk/0.05% Tween-20 in
PBS and incubated for 1 h with blocking buffer containing
either the antiserum raised against the TcCLC protein
(1:200 dilution) or the monoclonal antibody against TcCHC.
A polyclonal anti-TcActin antibody [37] was used as a
loading control. After 3 washes with 0.05% Tween-20/
PBS, the membranes were incubated for 1 h with alkaline
phosphatase-conjugated rabbit anti-mouse IgG (1:10,000
dilution), washed three times with 0.05% Tween-20/PBS
and bands then visualized using BCIP-NBT (Promega,
USA) solution.

Immunofluorescence assays

Parasites were washed and resuspended at 1 x 10 cells/ml
in PBS. The cells were fixed for 30 min with 4% parafor-
maldehyde at room temperature, washed twice in PBS and
then adhered to 0.1% poly-L-lysine-coated coverslips fol-
lowing 20 min incubation at room temperature. Cells were
permeabilized with 0.5% Triton X-100 in PBS for 5 min,
washed with PBS, blocked for 1 h with 1.5% bovine serum
albumin in PBS and then incubated for 1 h with antiserum
(1:150) for TcCLC or TcCHC, or with monoclonal Ab
(undiluted) for TcCHC. After washing, samples were incu-
bated with Alexa Fluor 488 or 594-conjugated rabbit anti-
mouse IgG at a 1:600 dilution. Nuclear and kinetoplast
DNA were stained with Hoechst 33342. After extensive
washes, the coverslips were mounted onto glass micro-
scope slides with mounting medium containing N-propyl-
gallate as an anti-fade agent. The samples were examined
using a Leica SP5 confocal laser-scanning microscope
(Leica Microsystems, Mannheim, Germany) at the
Microscopy Facility of the Institute Carlos Chagas,
Fiocruz-PR. Acquired images were processed to improve
contrast using Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems
Incorporated, USA).
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For colocalization of endogenous TcCLC and TcCHC
with exogenously expressed TcCLC/AC in transfected
T. cruzi epimastigotes, 3-day-old cells were washed twice
with PBS, fixed for 30 min with 4% paraformaldehyde and
incubated for 1 h at 37°C with either TcCLC antiserum
(1:150), protein A antibody (1:40,000) or TcCHC monoclo-
nal antibody. After three washes in PBS, the samples
were incubated under the same conditions with a second-
ary Alexa Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouse antibody
(1:600) or an Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-rabbit
antibody (1:600). A negative control was performed by
incubating protein A antibody with wild-type epimasti-
gotes (data not shown). Samples were further processed
and imaged as described above.

To assess colocalization of endogenous TcCLC with the
Golgi complex we used TcRab7-GFP transfected T. cruzi
epimastigotes. It has been shown that TcRab7 is a Golgi
marker for T. cruzi. A plasmid vector encoding TcRab7
fused to GFP (kindly provided by Michel Batista, Instituto
Carlos Chagas/FIOCRUZ-Parana) was used to obtain
TcRab7-GFP transfected T. cruzi epimastigotes, as previ-
ously described [34]. TcRab7-GFP transfected cells were
fixed and incubated with antiserum against TcCLC as
described above.

Endocytosis assay

T. cruzi epimastigotes were washed twice with PBS and
then subjected to a nutritional stress in PBS for 15 min
at 16°C. Epimastigotes were then incubated for 30 min at
16°C with Alexa Fluor 633-conjugated transferrin or Alexa
Fluor 488-conjugated albumin (1:20 dilution for both) to
allow uptake of the labelled proteins. To assess the colo-
calization of transferrin with TcCHC or albumin with
TcCLC, parasites were fixed for 30 min with 4% parafor-
maldehyde, permeabilized for 5 min with 0.5% Triton in
PBS and incubated with either TcCHC monoclonal anti-
body or protein A antibody (1:40,000). The samples were
washed three times with PBS and then incubated with
rabbit anti-mouse secondary antibody coupled to Alexa
Fluor 488 (1:600) or Alexa Fluor 594. The samples were
washed three times with PBS, incubated for 5 min with
Hoechst 33342 and examined using a Leica SP5 confocal
laser-scanning microscope.

Transmission electron microscopy

Five-day-old T. cruzi epimastigote cultures were collected
by centrifugation and fixed for 1 h with 0.1% glutaralde-
hyde/4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer
(pH 7.2). The cells were then washed in 0.1 M cacodylate
buffer (pH 7.2), dehydrated in a series of graded etha-
nol washes and infiltrated overnight with a 1:1 dilution
of ethanol 100%: Lowicryl K4M Monostep resin (EMS,
Washington, PA, USA). After embedding for 6 h in pure
resin, the samples were polymerized for 48 h at -20°C
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under UV light. Ultra-thin sections were collected on nickel
grids, incubated for 30 min with 50 mM ammonium
chloride in PBS (pH 7.2) and then incubated for 1 h with
TcCLC antiserum diluted at 1:50 in PBS/1.5% albumin/
0.01% Tween 20 (washing buffer). After washing, the grids
were incubated for 1 h with a rabbit anti-mouse antibody
conjugated to 10-nm gold particles (diluted 1:50 in wash-
ing buffer). Additional washes in buffer and distilled water
were performed before the grids were stained for 30 min
with 5% uranyl acetate and for 2 min with lead citrate.
Samples were observed in a JEOL 1200EXII transmission
electron microscope at the Electron Microscopy Center,
Federal University of Parand, Curitiba-PR.

Additional files

Additional file 1: Immunofluorescence assay to demonstrate that
monoclonal antibodies do not bind protein A in transfected T. cruzi
epimastigotes expressing TcCLC fused with protein A/C. A) As a
control, T. cruzi transfected epimastigotes were first incubated with
Protein A antibody. Positive immunolabeling was observed at the cell
anterior, in close proximity to the kinetoplast. B) Transfected epimastigotes
incubated with a monoclonal antibody against TcCruzipain [38], which
specifically recognizes the T. cruzi reservosomes at the cell posterior (arrow).
Q) Transfected epimastigotes incubated with a monoclonal antibody
against TcNup [39], which specifically recognizes a protein associated to the
nuclear membrane of T. cruzi. As expected, monoclonal antibodies in B and
C were speific for their target proteins, but did not recognize CLC-A/C at
the cell anterior. These results show that monoclonal antibodies do not
cross react with the protein A/C tag in our transfected epimastigotes. Scale
bar =5 um.

Additional file 2: T. cruzi epimastigotes incubated for 30 min at
16°C with Alexa Fluor 488-conjugated albumin and subsequently
with anti TcCruzipain monoclonal antibody (detected with Alexa
Fluor 594-conjugated secondary antibody). Albumin accumulates at
the cell anterior, perpendicular to the kinetoplast (k), in a location that
corresponds to the flagellar pocket region. Furthermore, albumin also
localizes to the cell posterior, behind the nucleus (n). However, at 16°C
albumin does not colocalize with TcCruzipain (a reservosomal marker).
Therefore, this posterior labeling represents endocytic vesicles en
route to reservosomes. Scale bar=5 um.

Additional file 3: Ultrastructural immunolocalization of clathrin
light chain in T. cruzi epimastigote by transmission electron
microscopy. Gold labeling (arrow) is found associated with the flagellar
pocket membrane. F: flagellum; K: kinetoplast. Scale bar= 100 nm.
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Additional file 1:

Protein A Cruzipain TcNUP
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Immunofluorescence assay to demonstrate that monacial antibodies do not bind
protein A in transfected T. cruzi epimastigotes expressing TcCLC fused with protein
A/C. A) As a control,T. cruzi transfected epimastigotes were first incubatedh Witotein A
antibody. Positive immunolabeling was observedatdell anterior, in close proximity to the
kinetoplast.B) Transfected epimastigotes incubated with a momatl@ntibody against
TcCruzipain Bg], which specifically recognizes the cruzi reservosomes at the cell posterior
(arrow). C) Transfected epimastigotes incubated with a momatlantibody against TcNup
[39], which specifically recognizes a protein assaato the nuclear membrane fcruz.

As expected, monoclonal antibodies in B and C wgpexific for their target proteins, but did
not recognize CLC-A/C at the cell anterior. Thessuits show that monoclonal antibodies do
not cross react with the protein A/C tag in ounsfacted epimastigotes. Scale b&rum.

Additional file 2:

Cruzipain Ibumin-Alexa 488 DIC

-- l\ |

T. cruzi epimastigotes incubated for 30 min at 16°C with Abea Fluor 488-conjugated
albumin and subsequently with anti TcCruzipain monelonal antibody (detected with
Alexa Fluor 594-conjugated secondary antibody)Albumin accumulates at the cell anterior,
perpendicular to the kinetoplast (k), in a locatiloat corresponds to the flagellar pocket region.
Furthermore, albumin also localizes to the celltg@asr, behind the nucleus (n). However, at
16°C albumin does not colocalize with TcCruziparréservosomal marker). Therefore, this
posterior labeling represents endocytic vesicleate to reservosomes. Scale barum
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Additional file 3:

Ultrastructural immunolocalization of clathrin ligh t chain in T. cruzi epimastigote by
transmission electron microscopyGold labeling (arrow) is found associated with the
flagellar pocket membrane. F: flagellum; K: kindagt. Scale bar 100 nm.
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CAPITULO 2

IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS ASSOCIADA A CLATRINA
EMTRYPANOSOMA CRUZI

Esta parte da tese foi realizada em colaboracdo com Dr. Mark Field, no
Departamento de Patologia da Universidade de Cambridge, Reino Unido, com bolsa
sanduiche obtida no ambito do Convénio Ciéncias sem Fronteiras/Fiocruz, no periodo
de Agosto a Dezembro de 2013. Um manuscrito esta em fase final de preparacao para

submiss&o a uma revista de circulagao internacioal.

RESUMO

Os protozoarios tripanosomatideos sdo organismos muito divergentes,
proporcionando a oportunidade de explorar aspectos unicos de biologia de células
eucarioticas. Sendo a endocitose um processo essencial para a sobrevivéncia das
células, diferencas entre moléculas e organelas envolvidas na via endocitica do
parasita e de células do hospedeiro vertebrado surgem como excelente fonte de alvos
guimioterapicos. A partir de proteinas bem conservadas é possivel identificar
proteinas menos conservadas apods isolamento de complexos proteicos e
correspondente analise das proteinas do complexo. Assim, nesta tese utilizamos esta
abordagem para identificar proteinas associadas a clatrina (TcCHC: cadeia pesada de
clatrina; TcCLC: cadeia leve de clatrina) e epsina (TcEpsina), as quais sado proteinas
conservadas que compdem o sistema de trafego de vesiculas mediado por clatrina de
T. cruzi. Analise por microscopia de fluorescéncia revelou um acumulo de TcEpsina,
TcCHC e TcCLC na porcédo anterior das células, onde a bolsa flagelar e complexo de
Golgi estdo localizados. Para uma analise protedmica dos complexos proteicos
associados a clatrina e epsina, a TcCLC foi fusionada as proteinas A e C e a epsina
foi fusionada a GFP e ambas foram submetidas a criomoagem seguida da
imunoprecipitacdo dos complexos a elas associados. Esta metodologia permitiu
identificar proteinas associadas por espectrometria de massas, tais como 0S
Complexos Adaptadores AP-1 e AP-4, SNARES, Rab4, Rabl1, tepsina, AP180, Secl,
Auxilina e Scamp, além de proteinas hipotéticas. Nossos dados permitem propor uma
hipotese sobre o trafego de vesiculas em T. cruzi e a maturacao de reservossomos,

0s quais acumulam fun¢des de endossomo inicial, endossomo tardio e lisossomo.
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3. METODOLOGIA REFERENTE AO CAPITULO 2

3.1. CULTIVO DETRIPANOSOMATIDEOS

Formas epimastigotas cepa DM28c foram cultivadas a 28C em meio LIT
(Camargo, 1964) com passagens semanais e indculo de 1,0x10° células/ml (Contreras
etal., 1985; Contreras et al., 1988). Para os experimentos, formas epimastigotas foram
coletadas por centrifugacdo a 3000g por 5 min no terceiro dia de -cultivo
(correspondente a fase logaritmica decrescimento, com base em curva de
crescimento realizada nas mesmas condi¢des).

As formas sanguineas de T. brucei cepa 417 foram mantidas em meio HMI-9
(suplementado com soro fetal bovino 10% e B-mercaptoetanol 14uL/L). As passagens

foram feitas quando a cultura atingisse uma densidade maxima de 2,0 x 10° células.

3.2. OBTENCAO DE FORMAS EPIMASTIGOTAS DE T. CRUZI EXPRESSANDO
TcCLC/AC

O gene (TcCLB.506211.240) foi clonado no vetor de expressdo pTcGWPTP,
um plasmideo modificado a partir daquele descrito por Batista e colaboradores (2010).
A expressdo neste vetor leva a producdo de uma proteina fusionada a uma etiqueta
composta das proteinas A e C na sua por¢do amino-terminal. Para tanto, o gene
TcCLC foi amplificado por PCR wusando o0s iniciadores direto (5'-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGGACCCTTTTGAAGGAAGC-
3) e reverso (5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC TTATTGAGCGG
TTTCGCCCT-3') flanqueados por sequéncias (em negrito) que permitem a insergcéo
na plataforma Gateway de clonagem (Invitrogen, USA). Para as reacfes foram
utilizadas Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), DNA molde
(DNA genbmico de T. cruzi) e oligonucleotideos iniciadores segundo o protocolo do
fabricante da enzima. A entrada da sequéncia na plataforma Gateway € feita
inicialmentecom o vetor pDONR™221 (InvitrogenTM) mediante reacao
deRecombinacdo BP.A reacdo de recombinacdo com BP foi realizada conforme
orientacdes dofabricante (Gateway BP clonase Il Enzyme mix, InvitrogenTM). Para
isso foramutilizados 30 ng do produto de PCR contendo o sitio attB e 150 ng
doplasmideo pDONR™221, 2 ul da enzima BP Clonase Il em um volume final de 10
plem TE. As reacdes foram incubadas a 25C por 16 horas. Apds essa etapa,
foiadicionado 2 pg de proteinase K e a reacao foi incubada por 10 min a 37<.

Bactérias E. coli calcio competentes de linhagem DH5a foram transformadas com os
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plasmideos recombinados, mediante choque térmico, a fim de propaga-los. Os
plasmideos clonados foram purificados utilizando o kit QlAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN), conforme recomendacdes do fabricante.

ApoOs a entrada do gene de interesse em pDONR™221, foi feitarecombinacao
LR para entrada no vetor de destino pTcGWPTP. A reacao foirealizada conforme
orientacdes do fabricante (Gateway LR Clonase Il Enzyme mix, InvitrogenTM). Para o
processo de recombinacdo foi usado 25 ng do clone de entradacontendo os sitios attL
e 30 ng do vetor de destinacao, 2 ul da enzima LR Clonase lle o volume final de 10 pl
TE. As reacOes foram incubadas a 25 por 16h einativadas com 4 ug de proteinase
K por 10 min a 37C.A recombinagéo LR foi utilizada para transformar células calcio-
competentesde E. colida linhagem DH5amediante choque térmico e purificados
utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), conforme recomendacdes do
fabricante.Para confirmar a clonagem dos plasmideos recombinantes, as amostras
foram enviadas para Macrogen Korea (Coréia do Sul, informacfes disponiveis em
http://www.macrogen.com/) para sequenciamento. Foi utilizado o sequenciamento do
tipo single primer extention e o protocolo estabelecido pela empresa.

Plasmideos resultantes contendo o gene para TcCLC fusionado com proteinas
A e C foram usados para transfectar formas epimastigotas de T. cruzi. Apos
selecionada a cultura resistente a G418, a expressao de TcCLC/AC foi confirmada
através de ensaio de imunofluorescéncia, mostrado anteriormente em Kalb et al.,
2014.

3.3. OBTENCAO DE FORMAS EPIMASTIGOTAS DE T. CRUZI EXPRESSANDO
TCEPSINA/GFP

O gene TcEpsina (TcCLB.506925.70) que codifica uma epsinaR foi clonado no
vetor pTcGWGFP (Batista et al., 2010), o qual proporciona fusdo da proteina com GFP
e contém resisténcia a neomicina. Este gene foi usado como molde para produzir
iniciadores direto (GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC TCATGAGTATT
CCAACCTCCATTCA) e reverso (GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC CC
CTCAGACTGTCGGCGCT),flanqueados por sequéncias que permitem a inser¢cao na
plataforma Gateway de clonagem (Invitrogen, USA), conforme descrita no item
anterior.O plasmideo resultante contendo o gene para TcEpsina fusionado com GFP
foi purificado através do sistema “QIAprep spin miniprep kit” conforme protocolo
recomendado pelo fabricante e usado para transfectar formas epimastigotas de T.

cruzi. Apos selecionada a cultura resistente a G418, os parasitas foram observados
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ao microscopio de fluorescéncia para confirmar a localizacédo da proteina, bem como
co-localizagcdo com TcCHC, usando anticorpos monoclonais para cadeia pesada de
clatrina (Kalb et al., 2014).

3.4. OBTENQAO DE FORMAS SANGUINEAS DE T. BRUCEI EXPRESSANDO
TbCAP30/HA

O gene correspondente a Th927.8.7230 (TbCAP30 de 30 kDa) foi usado como
molde para o desenho de primers direto (5 GTTGACGTTGACCGTGTTTACGTACCA
GGGACGGTGGAGGCCGCTAAGGCGCTCGGCACTTCTGAGAAGCAGGGGTACA
ATGCGGTTGTTGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGS) e reverso (5 TGCCCATTTCAA
CCGCTTTCACTGCTTGCCCTTTCCCTTTTCCCCTCTTTCTTTATATATATATATAT
ATATCCCCAACCTTCCTCGAAGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGAT?3))
conforme metodologia descrita por Oberholzer e colaboradores (2006). Esta
metodologia permite a inser¢cao de uma etiqueta (no caso HA) na porcao C-terminal
da proteina através de recombinacdo homologa (in situ tagging). Por meio de PCR
one-step a regido 3' UTR do gene em questdo foi substituida por uma regido
intergénica heterdloga, contendo 3 x HA e o0 gene que confere resisténcia a
puromicina, usando o vetor pMOTag2H (gentilmente cedido por George Cross —
Addgene plasmid #26296). Esta PCR foi precipitada com etanol e transfectada em
formas sanguineas de T. brucei cepa 417 usando o Kit comercial Amaxa Nucleofactor
Il.

3.5. TRANSFECCAO
3.5.1. Em T.cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT suplementado
com 10% SFB a 28T até densidade celular de 3x10 7 células/ml. Os parasitas foram
coletados por centrifugacdo a 3000g por 5 min a temperatura ambiente. O sedimento
celular foi lavado com PBS estéril e ressuspenso em solucédo de eletroporacao (140
mM NaCl, 25 mM HEPES, 0.74 mM NazHPQs4, pH 7.5) a uma densidade delx108
células/ml. A suspensdo de células (0,4ml) foi transferida para cubeta de
eletroporacéo estéril (0,2 cm de gap) (BioAgency, USA) pré-resfriadas e 10-15 ug de
DNA foi adicionado em seguida. Uma cubeta contendo igual quantidade de suspenséao
celular e sem adicdo de DNA foi usada como controle. Apds 10 minutos no gelo, as
amostras contidas nas cubetas foram submetidas a dois pulsos de 450 Volts, 500 pF,

utiizando o eletroporador GenePulser (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Apls a
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eletroporacéao, as células foram transferidas para garrafas de cultura contendo 10 ml
de meio LIT (suplementado com 10.000 U penicilina e estreptomicina a 10 yg/ml). As
culturas foram entdo incubadas a 28C. Ap6s por 24 horas, o antibiético G418 (500
Mg/ml) foi adicionado ao meio de cultivo. Para a selecdo dos parasitas transfectantes,
as culturas foram mantidas, por passagens semanais, até a auséncia de proliferacéo

celular na cultura controle.

3.5.1. Em formas sanguineas deT.brucei

Para transfecgéo 3,5 x 107 células, com densidade entre 1,0 x 10° - 1,5 x 10¢,
foram centrifugados a 800g por 10 min a 4°C e todo o liquido foi removido. O pellet foi
ressuspenso em 100uL de tampdo Amaxa (Lonza; Basel, Suiga) e foi adicionado 30
g de DNA (PCR purificada). Todo o conteudo foi transferido para uma cubeta e
imediatamente transfectado usando o equipamento Amaxa Nucleofector Il (Lonza)
seguindo as recomendac¢fes do fabricante. O conteudo transfectado foi transferido
para uma garrafa de cultura contendo 35 ml de meio HMI-9 suplementado com 14pL/L
de B-mercaptoetanol. Apds 6-8 horas as células foram diluidas em 3 placas de 24
pocos com meio HMI-9 suplementado com 14uL/L de B-mercaptoetanol e 1pug/ml de
puromicina. As células foram observadas diariamente até obtencdo da cultura

resistente, em cerca de 10-12 dias.

3.6. IMUNODETECGAO DE PROTEINAS
3.6.1. Ensaios de imunofluorescéncia emT.cruzi

Para a colocalizacao por imunofluorescencia de TcEpsina/GFP e TcCHC em
formas epimastigotas de T. cruzi expressando TcEpsina/GFP, células em fase
exponencial de crescimento (3 dias) foram lavadas 2x em PBS, fixadas por 30 min em
paraformaldeido 4% e aderidas por 20 min a laminulas recobertas com poli-L-lisina a
0,1%. As células foram permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5% diluido em PBS por
5 min a temperatura ambiente, lavadas novamente com PBS e bloqueadas para
reacoes inespecificas por 1 h em solucao de 1,5% de albumina bovina em PBS. Em
seguida as amostras foram incubadas por 1 hora com antisoro anti-GFP de coelho
(Sigma) (1:100) e anticorpo monoclonal para TcCHC. Apoés 3 lavagens em PBS as
amostras foram incubadas com anticorpo secundario anti-IgG de coelhoconjugado a
Alexa Fluor 488 (1:600) e anti-lgG de camundongo conjugado a Alexa Fluor 594
(1:600) por 45 minutos. O DNA do nucleo e cinetoplasto foi corado por Hoechst 33342.

As laminas foram lavadas em PBS e montadas com Prolong (Life Technologies). O
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material foi observado no microscopio Nikon E600(Nikon Instruments, Melville, N.Y.
USA) do Centro de Microscopia do Instituto Carlos Chagas, Fiocruz-PR. As imagens
adquiridas foram editadas para melhor contraste usando Adobe Photoshop CS5

(Adobe Systems Incorporated, USA).

3.6.2.Ensaios de imunofluorescéncia em T. brucei

As formas sanguineas de T. brucei foram coletadas e lavadas com vPBS
(PBS suplementado com 10 mM glucose e 46 mM sucrose, pH 7.6)
esubsequentemente fixadas em paraformaldeido 4% para entdo serem aderidas a
laminas revestidas de poli-lisina (VWR). Para a coloracdo e permeabilizacdo de
estruturas internas, as células foram incubadas com 0,1% de Triton X-100 em PBS,
lavadas com PBS e bloqueadas com 20% de soro fetal bovino em PBS. Para a co-
localizac&o, as células fixadas foram incubadas com um anti-soro policlonal de coelho
anti-TbEpsina (Gabernet-Castello et al, 2009) conjugado com AlexaFluor 488 e um
anticorpo de rato contra HA conjugado a AlexaFluor 594. As laminas foram secas e
montadas com uma gota de Vectashield suplementado com 4,6-diamidino-2-
fenilindole (DAPI) (Vector Laboratories) para corar o DNA. A visualizacao foi feita em
um microscopio de epifluorescéncia Nikon Eclipse E600 com uma céamera CCD
Hammamatsu ORCA no Departamento de Patologia da Universidade de Cambridge,
Reino Unido. As imagens foram capturadas usando o software Metamorph e o
processamento final da imagem (ajuste de brilho e contraste) foi feita usando o

software Adobe Photoshop (Adobe Systems Inc.).

3.6.3.Ensaios de Western Blot

As proteinas de T. cruzi ou o extrato proteico de T. brucei foram separadas em
gel de eletroforese SDS-PAGE (NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris (Life
Technologies) e transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond C,
Amersham Biosciences) em Tampao de transferéncia para Western blot (Tris-base 25
mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%). A membrana foi bloqueada com tampao de
bloqueio (Tampdo PBS 1X; Tween 20 0,1%; Leite em p6 desnatado 5%) e os
anticorpos primarios, incubados por 1 hora, foram diluidos no mesmo tampéo nas
seguintes concentracdes: anti-HA (produzido em rato, 1:1000), anti-TbEpsina (1:250,
produzido em coelho — Gabernet-Castello et al., 2009) e anticorpo monoclonal anti-
TcCHC (sem diluicdo, produzido em camundongo — Kalb et al., 2014). A membrana

foi entdo lavada trés vezes com PBS contendo Tween 20 0,1%, seguido de incubagéao
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com o anticorpo secundario, anti-IgG de coelho, rato ou camundongo conjugado a
peroxidase (Amersham Biosciences) na diluicdo de 1:10.000 por 1 hora a 37<.

A deteccéo de proteinas foi feita por quimioluminescéncia: 1 ml de luminol e 3
ul H202 a 30% foram adicionadosa membrana por 1 - 2 min. O sinal
qguimioluminescente foi detectado com a auxilio do sistema de deteccdo G: BOX
Chemi XX6.

3.7.LISE CELULAR POR CRIOMOAGEM

Para identificar as proteinas associados a clatrina em revestimento de
vesiculas, formas epimastigotas de T. cruzi transfectadas expressando TcCLC/AC,
formas epimastigotas de T. cruzi transfectadas expressando TcEpsina/GFP e formas
epimastigotas selvagens de T. cruzi foram submetidas a criomoagem seguida de
imunoprecipitacdo dos seus complexos associados, segundo protocolo definido por
Fielde colaboradores (Field et al., 2012).

Para isso, cerca de 5x10%° células foram coletadas por centrifugacdo
(3000g/10 minutos) e lavadas em PBS contendo inibidores de proteases (cocktail de
proteases (Roche) + PMSF + E64). O material foi centrifugado novamente (3000g,
10 minutos, 4C) e o sobrenadadnte foi removido. Co m auxilio de micropipeta de 1ml,
o pellet de células foi aspirado e gotejadoem tubo cbnico contendo nitrogénio
liquido.As gotas de células congeladas imediatamente formambolinhas (“popcorns”).
ApOs o congelamento, o nitrogénio foi removido por evaporacdo e as amostras foram
congeladas a -80C por periodo indeterminado.

Os popcorns foram moidos em moinho de bolas (Planetary Ball Mill PM100,
Retsch, Haan, Alemanha) em temperatura criogénica. Para isso, 0s componentes do
moinho foram resfriados em nitrogénio liquido e as amostras congeladas foram
transferidas para o aparelho. As amostras foram moidas a 300 rpm/3min. Esse
procedimento foi repetido cerca de 10 vezes para obtencdo de um po de células. Este

po foi transferido para um tubo conico pré-resfriado e armazenado a —80<C.

3.8.IMUNOPRECIPITACAODETcCLC/AC

ApoOs a moagem, 50 pug do po de células foram ressuspensos em 1 ml de
tampao (descrito abaixo conforme o caso, num total de 8 tampdes) suplementado com
inibidor de protease (COMPLETE Mini Protease inhibitor cocktail tablet, Roche),
sonicada uma vez em poténcia 1 por 2 segundos e a mistura foi centrifugada a

20.000g durante 10 minutos a 4<C. O sobrenadante foi coleta do em novo tubo, foram
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adicionados 50ul da esfera magnética (Dynabeads M280 acopladas a anticorpo de
ovelha anti-IgG de coelho (Life Technologies, USA), a fim de permitir a ligacao IgG —
Proteina A de TcCLC/AC), e a suspensdo foi incubada sob agitacdo constante a 4C
durante duas horas.Apos incubacéao as esferas magnéticas foram lavadas no mesmo
tampdo e incubadas a 95C com TA4x (Tris-HCI 40 mM pH 6,8, SDS 1%, B-
mercaptoetanol 2,5%, glicerol 6% e azul de bromofenol 0,005%) e DTT para entéo se
verificar o padrdo eletroforético em matriz de acrilamida 4-12% (NuPAGE®) em
coloracdo de Comassie (kit Staining with SimplyBlue™ SafeStain (Life technologies)).

Todas as analises provenientes de imunoprecipitacao (item 3.7 — 3.9), foi
utilizado um sistema comercial de SDS-PAGE e as amostras foram preparadas
conforme descricdo do fabricante. Assim, foram diluidas em tamp&o de amostra
NuPAGE® LDS Sample Buffer (Life technologies), com adicdo do agente redutor
NuPAGE® Sample Reducing Agent (Life technologies) e utilizacdo de geis de
acrilamida de concentracdo gradiente NUPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris (Life
technologies) submerso em tampé&o de corrida NUPAGE® MOPS SDS Running Buffer
(Life technologies).

Antes das imunoprecipitacdes, foi realizado um teste para titulagcdo dasesferas
magnéticas. Foram testados 5 pl, 10 ul e 20 ul de esferas magnéticas, cada um com
50 pg de células em 1 ml de tampéao (20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% CHAPS,
1 mM MgCl2 10 pM CacClz), seguindo-se lavagem e elui¢éo.

3.9.IMUNOPRECIPITA(;AO TcEPSINA/GFP

Para TcEpsina, utilizamos Dynabeads (microesferas) M270 Epoxy acopladas a
anti-GFP produzido em Ihama.A fim de acoplar o anticorpo de lhama anti-GFP nas
esferas magnéticas, cerca de 30mg de microesferasforam adicionado a 200 pl de
tampéo fosfato 100 mM pH 7,4 e 300 uL de anti-GFP. Sobre as microesferas foram
adicionados, gota a gota, 250 ul de sulfato de amonia 1,5M, com incubacéo a 30C
por 48h sob agitacdo. Em seguida, o tubo contendo as microesferas foi colocado em
estante magnética e o sobrenadante foi removido. Foram feitas as seguintes lavagens
sequencias usando: 1 mL de tampao fosfato 100 mM, 1 ml de glicina pH2,5 100 mM,1
mL de 10 mM Tris pH8.8, Trietilamina 100 mMe 1 mL PBS, 1 mL PBS + 0.5% Triton x
100, por 15 minutos sob agitacdo, ressuspensas em 150uL PBS e armazenadas a
4C.

Para a criomoagem de TcEpsina, 50 ug do pé de células foram ressuspensos

em 1 ml de tampéao (descrito nas figuras conforme o caso) suplementado com inibidor
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de protease (COMPLETE Mini Protease inhibitor cocktail tablet, Roche), sonicada uma
vez em poténcia 1 por 2 segundos e a mistura foi centrifugada a 20.000g durante 10
minutos a 4C. O sobrenadante foi coletado em novo tubo, foram adicionados 5 ul da
esfera magnética (Dynabeads M270 Epoxy acopladas a anti-GFP produzido em
lhama), e a suspensao foi incubada sob agitacdo constante a 4C durante duas
horas.Apos a incubacdo as microesferas foram lavadas no mesmo tampédo e
incubadas a 95T com TA4x e DTT a fim de verificar o padrao eletroforético em matriz
de acrilamida 4-12% em coloragcdo de Comassie. Foram usados 21 tampdes

diferentes e cada um deles sera mencionado junto a sua respectiva figura.

3.10.IMUNOPRECIPITA(;AO PARA ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Para a identificacdo das proteinas associadas a clatrina (TcCAPS) e epsina
foram utilizados 350 pg de p6 de células (T. cruzi CLC/AC, T. cruzi Epsina-GFP e
forma selvagem) e procedeu-se como nos testes anteriores até a etapa de lavagem.
Para a eluicdo foram adicionados 50 pl de tamp&o de eluicdo (20 mM Tris pH 8 + 2%
SDS), com incubacéo por 30 min a 72C. Do sobrenada nte, 5 pl foram usados para
coloragdo de Comassie e 5 ul para analise de western blot. Ao restante foram
adicionados 427 pul de etanol absoluto, seguido da incubagéo por 16 horas a -20°C e
posterior centrifugacdo a 20.000g por 30 min a 4°C. O sobrenadante foi quase
totalmente descartado, deixando no tubo cerca de 20 pl para serem enviados para
analise em espectrometro de massas.

O processamento das amostras e a andlise de espectrometria de massas foram
realizados pela plataforma de prote6mica da Universidade de Dundee (Reino Unido).
As amostras foram submetidas a corrida eletroforética de dois centimetros em um gel
comercial NUPAGE® Novex Bis-Tris Gel 10% (Life Technologies). Amostras do gel
foram excisadas e lavadas nas seguintes soluc¢des: dgua, 200 ul de acetonitrila, 200
Ml de solucéo de bicarbonato de amdnio a 100 mM, 200 ul de solucdo contendo 50%
acetonitrila e 50% bicarbonato de amdnio 100 mM, e 100 ul de acetonitrila 100%. O
gel foi seco em SpeedVac (Thermo Scientific) e em seguida foi realizada reducéao dos
peptideos com 50 ul de DTT a 10 mM (diluido em bicarbonato de amdniaa 20 mM) a
56T durante 1 hora, seguido de iodoacetamida a 50 mM a temperatura ambiente
durante 30 minutos. O gel foi lavado com 200 ul de bicarbonato de améniaa 100 mM,
200 pl de solugéo contendo 50% acetonitrila e 50% bicarbonato de amoénio 100 mM e

100 pl de Acetonitrila 100%. Em seguida, o gel foi seco em SpeedVac (Thermo
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Scientific) e a digestdo em gel foi realizada com tripsina a 12,5 yg/ml (Modified
Sequencing Grade, Roche) durante 18 horas a 30T so b agitacdo. Em seguida foi
adicionado acetonitrila 100%, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante contendo
0s peptideos tripticos foi coletado.Foram acrescentados 50 pl de acido férmico a 5%,
novamente centrifugou-se e o material foi transferido para frascos de HPLC e
analisado previamente no sistema Ultimate 3000 RS LCnano system (Thermo
Scientific) acoplado a LTQ Orbitrap XL (Thermo). Assim, os peptideos tripticos foram
inicialmente capturados com o sistema Acclaim PepMap 100 (C18, 100 uM x 2 cm) e
fracionados em uma coluna C18 Easy-Spray PepMap RSLC (75 uM x 50 cm) (Thermo
Scientific) no cromatografo e transferidos para o espectrdbmetro de massas via fonte
Easy-Spray a 50°C e voltagem de 1,3kV.

ApoOs essa primeira verificacdo da qualidade da amostra, as analises de
espectrometria foram realizadas com o sistema Ultimate 3000 RS LCnano system
(Thermo Scientific) acoplado a um LTQ OrbiTrap Velos Pro (Thermo Scientific). Esse

equipamento utilizou como parametros:

FTMS Full AGC Target: 1000000
lon Trap MSn AGC Target: 5000,00
Fill Time FTMS (ms): 500

Fill Time ITMS (ms): 100

Lock Mass: 445,120024

FT-MS:

Resolution: 60000

Mass Range (m/z): 335-1800
Scan Type: Full

Polarity: Positive

Data Type: Profile

IT-MS/MS:

Data Type: Centroid
Activation Type: CID

Min. Signal Required: 5000
Isolation Width: 2.00
Normalized Coll. Energy: 35.0
Default Charge State: 2
Activation Q: 0.250

Activation Time: 10.00

Como resultado das analises de espectrometria de T. cruzi foram obtidas 4
listas de proteinas: (1) TcCLC/AC x T. cruzi selvagem (WT) e (2) TcEpsina/GFP x T.
cruzi selvagem (WT). A comparagéao das listas TcCLC/AC e T. cruzi selvagem gerou
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o0 Apéndice 1 e a comparacéo da lista TcEpsina/GFP e T. cruzi selvagem gerou o
Apéndice 2.

Nestes apéndices as proteinas marcadas em vermelho sdo as que estao
presentes também na lista T. cruzi selvagem (controle negativo) e portanto
representam contaminantes, as quais nao foram analisadas. As proteinas marcadas
em verde sdo as presentes apenas nas listas TcCCLC/AC ou TcEpsina/GFP e sao

provaveis proteinas associada a clatrina em T. cruzi(TcCAPS).
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4. RESULTADOS REFERENTES AO CAPITULO 2

4.1. CRIOMOAGEM E IMUNOPRECIPITA(}AO DE CADEIA LEVE DE CLATRINA
(TcCLC)

Para obter as proteinas parceiras de TcCLC, formas epimastigotas de T. cruzi
expressando a cadeia leve de clatrina fusionada as proteinas A e C(TcCLC/AC) foram
submetidas a técnica de criomoagem, gerando um pé de células. Procedemos a
imunoprecipitacdo de TcCLC/ACincubando este po de célulascomesferas magnéticas
acopladas a anticorpo anti-IgG de coelho (reconhece proteina A).

Inicialmente foi realizado um teste para titulacdo das esferas magnéticas
acopladas a anticorpo anti-lgG de coelho necessarias para a imunoprecipitacdo de
TcCLC/AC. Foram testados 5 ul, 10 ul e 20 pl de esferas magnéticas, cada um com
50 ug de po6 de células em 1 ml de tampéao (20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato de
sédio, 0.1% CHAPS, 1 mM MgClz, 10 uM CacCl).

A partir dos resultados apresentados na Figura 4.1 observamos que 5 ul de
esferas magnéticas ja eram suficientes para proporcionar a imunoprecipitacdo de um
polipeptideo majoritario, o qual, pela migracdo no gel de poliacrilamida, deve
corresponder a TcCHC (192 kDa). Esta banda foi melhor visualizada com o uso de
20pL de esferas magnéticas. Foi também possivel observar a presenca de outras
bandas menos intensas e de menor massa molecular, sugerindo se tratar de outras

proteinas que co-precipitam com TcCLC/AC.

5ul 10pl 20ul

N

Figura 4. 1. Imunoprecipitacdo de TcCLC |, teste de titulacdo de micro esfera s. Padrédo
eletroforético em matriz de poliacrilamida 4-12% do material eluido das micro esferas.
TcCLC-A/C em Tampéo (20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% CHAPS, 1 mM MgCl 10
UM CaCl,). 5, 10 e 20 correspondem a quantidade de microesferas (em pl) usada em cada

experimento.
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Em um teste seguinte procuramos otimizar as condi¢cdes de extracado usando
variagoes do tampéo inicialmente usado. Para este teste decidimos usar 50 pl de
micro esferas por “pull out”, a fim de aumentar a captacao de proteinas do complexo.
Foram testados 8 tampdes de incubacéao diferentes, a fim de otimizar as condi¢des de
imunoprecipitacao (Figura 4.2). Foram usadas duas condicdes salinas (150 mM NacCl
e 250 mM de citrato de sddio) e quatro detergentes diferentes (Tween, Triton, Chaps
e Brij58). Um controle negativo foi feito utilizando formas selvagens de T. cruzi (WT).

1. 20mM Hepes 7.4, 150mM NaCl, 0.1% Tween, 1mM MgCl, 10ub Cacl,;
2. 20mM Hepes 7.4, 150mM MNaCl, 0.1% Triton, 1m MgCl, 10ub CaCly;

3. 20mM Hepes 7.4, 150mM NaCl, 0.1% Chaps, 1mb MgCl, 10uM Cacly;
4. 20mM Hepes 7.4, 150mM MNaCl, 0.1% Brij58, ImM MgCl, 10ub CaCl,;
5. 20mM Hepes 7.4, 250mM Citrate, 0.1% Tween, ImM MgCl, 10uM CaCl;

&, 20mM Hepes 7.4, 250mM Citrate, 0.1% Triton, 1mM MgCl, 10ub Call,;
7.20mM Hepes 7.4, 250mM Citrate, 0.1% Chaps, 1mM MgCl; 10uM CaCly;
8. 20mM Hepes 7.4, 250mM Citrate, 0.1% Brij58, 1mM MgCl, 10uM CaCl;

Figura 4.2. Imunoprecipitacdo de TcCLC, Teste de ta mpdes. Padrdo eletroforético em
matriz de poliacrilamida 4-12% do material eluido das micro esferas. Os tamp&es usados
estdo descritos a direta da imagem. WT: imunoprecipitado de T. cruzi selvagem no tamp&o
“7"; 1-8: imunoprecipitado deT. cruzi TcCLC/AC.

Os resultados demonstraram que nao houve diferenca na imunoprecipitacao
em funcao dos detergentes usados (Tween, Triton, Chaps e Brij58). Ja os tampdes
com maior concentracao de sal (250 mM citrato, tampdes 5-8) proporcionaram melhor
extracao. No controle negativo (WT) nado foi observada a banda proeminente em cerca
de 190kDa, que provavelmente corresponde a TcCHC. Isso era esperado, ja que o T.
cruzi selvagem (WT) ndo expressa TcCLC/AC. Consequentemente, TcCHC néo esta
enriquecida nesta fracao.

Observamos no gel apresencga da banda com massa molecular (cerca de 190
kDa) semelhante & cadeia pesada de clatrina (TcCHC) em todos os tamp&es usados,

sugerindo sua co-imunoprecipitacdo através da TcCLC/AC. Optamos entdao pelo
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tampéao “7” (20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% CHAPS, 1 mM MgClz, 10 uM
CaClz) para fazer a imunoprecipitacao final de TcCLC para enviar para andlise por
espectrémetria de massas.

A identidade dos polipeptideos como sendo TcCHC e TcCLC foi confirmada
por Western Blot, usando o anticorpo monoclonal anti-TcCHC e anticorpo anti-IgG de
coelho, que reconhece a etiqueta de Proteina A presente na TcCLC/AC (Figura 4.3,
linha 2). Como esperado, as duas proteinas (TcCHC: 192kDa; TcCLC/AC: 55kDa) nao

estavam presentes no controle negativo (T. cruzi selvagem - WT) (Figura 4.3 linha 1).

Comassie Western Blot

Figura 4.3. Imunoprecipitacdo de TcCLC. Padrao eletroforético em matriz de poliacrilamida
4-12% do material eluido das microesferas. 1. T. cruzi selvagem em tampao 7; 2. TcCLC/A-C
em Tampéo 7. A identidade de TcCHC foi confirmada por meio de western blot utilizando
anticorpos monoclonais anti-TcCHC. A visualiza¢cdo de TcCLC/AC (55kDa) foi feita por meio
de reacdo com anticorpo secundario anti-IgG de coelho, que tem afinidade pela proteina A.3.
Micro esferas apos a eluigéo, este controle é feito a fim de verificar se o material foi eluido
satisfatoriamente.

Sabendo-se que a amostra correspondente a linha 2 da Figura 4.3
imunoprecipitou TcCHC e TcCLC, esta amostra foi enviada para analise por
espectrometria de massasna Universidade de Dundee, Escdcia, juntamente com o
controle negativo (T. cruzi selvagem). O resultado desta andlise se encontra no

Apéndice 1.
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4.2 IMUNOPRECIPITACAO REVERSA (TcEPSINA)

Para validar as proteinas que interagem com clatrina (TcCAPs)identificadas no
Apendice 1 como parceiras genuinas de clatrina, realizamos uma contra-prova. Para
isto selecionamos a TcEpsina, aTcCAPnao-hipotéticamelhor classificada no Apéndice
1. Esta proteina foi entdo fusionada a GFP. Antes de proceder a imunoprecipitacao
reversa, nos verificamos se o acoplamento de GFP a epsina nao alterou a localizacdo

celular desta proteina.

4.2.1. Localizagéo de Epsina em T. cruzi

O gene correspondente a TcEpsina foi clonado em vetor que proporciona a
fusdo com o gene que codificaa proteina GFP e também contém o gene de resisténcia
ao antibiético G418. Este vetor com o inserto foi transfectado em formas epimastigotas
de T. cruzi. Apoés selecdo da cultura resistente a G418 os parasitas foram observados
por microscopia de fluorescéncia. Os resultados mostraram que embora a marcacao
de epsina (fluorescéncia verde) se distribuisse ao longo do corpo do parasita, houve
uma forte concentracdo na regiao anterior da célula, préximo a bolsa flagelar (Figura
4.4).

Sabendo-se que a epsina se associa a clatrina, resolvemos verificar se estas
proteinas colocalizavam. De fato, marcacdo da cadeia pesada da clatrina usando
anticorpo monoclonal anti-TcCHC coincidiu em grande proporgéo com a fluorescéncia
da TcEpsina/GFP, principalmente na regido proxima da bolsa flagelar (Figura 4.4).
Esta co-localizagéo fornece fortes evidéncias de que TcEpsina interage direta ou

indiretamente com clatrina.
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Figura 4.4. Reacdo do anticorpo monoclonal para cadei a pesada de clatrina

(vermelho) em formas epimastigotas de  T. cruzi contendo TcEpsina fusionada a GFP

(verde) por microscopia de fluorescéncia. Nucleo/Kn — marcacdo do DNA do ndcleo e
cinetoplasto com Hoechst 33342; Epsina — detec¢ao da fluorescéncia da GFP fusionada a
TcEpsina; Clatrina — deteccdo da TcCHC usando anticorpo secundario anti-IgG de
camundongo conjugado a AlexaFluor 594. Merged — Sobreposicdo das imagens de
Hoechst, Epsina e Clatrina. DIC — Imagem do corpo dos parasitas por contraste

interferencial. Notar co-localizagcdo das proteinas (amarelo)na por¢éo anterior do parasita.

4.2.2 Criomoagem e imunoprecipitacdo de epsina (TcEpsina)

As andlises para verificar o perfil da imunoprecipitacdo da TcEpsina/GFP por
SDS-PAGE foram feitas com 50ug do p6 de células, como descrito em Materiais e
Métodos (item 3.8). Foram usados 21 tampdes de incubacéo diferentes, cada um
deles mencionado junto a sua respectiva figura.

Inicialmente testamos 2 tampdes (RIPA e CHC), os quais possuem diferentes
composic¢des, no que se refere a salinidade e detergentes. Nossos resultados (Figura
4.5) mostraram que o tamp&do CHC (20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0,1% Tween) foi
capaz de proporcionar imunoprecipitacdo de TcCHC como demonstrado pela
visualizagdo da uma banda proeminente em 190kDa (Figura 4.5 linha 4). Por outro
lado o tampéo RIPA néo proporcionou imunoprecipitacdo detectavel (Figura 4.5 linha
2). Nao foi possivel visualizar a banda correspondente a TcEpsina (57kDa)
possivelmente por esta banda estar mascarada pela fragmentacéo da IgG de lhama

utilizada (gerando dois fragmentos: 58kDa e 27kDa).
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Figura 4.5. Imunoprecipitacdo de TcEpsina — Teste de tamp 6es 1. Padrao eletroforético
em matriz de poliacrilamida 4-12% do material eluido das micro esferas. 1. T. cruzi WT em
tampao RIPA; 2. TcEpsina-GFP em tampéo RIPA; 3. T. cruzi WT em CHC; 4. TcEpsina-
GFP em CHC. RIPA: 25 mM Tris 7.5, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 0.5 deoxicolato de sédio,
0.1% SDS; CHC: 20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0,1% Tween.

Tendo-se demonstrado que o tampéo CHC forneceu melhores resultados, ele
foi selecionado para alteracdes posteriores visando a melhoria em sua performance.
Assim, foram feitas alteragcdes como uso de diferentes detergentes (Tween, Triton,
Chaps e Brij58) e modificagbes na concentragdo de sais. Nossos resultados
mostraram que todos os tamples testados foram capazes de proporcionar
imunoprecipitacdo de TcCHC (Figura 4.6).

Verificamos que o uso de tampdo contende apenas 50 mM de NacCl
proporcionou baixa eficiéncia na extracdo das proteinas (Figura 4.6 linha 2), quando
comparado com as outras condicdes.
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Figura 4.6. Imunoprecipitacdo de TcEpsina , teste de tampdes 2. Padréo eletroforético
em matriz de poliacrilamida 4-12% do material eluido das microesferas usando T.
cruziexpressando TcEpsina fusionada a GFP.
1. 20 mM Hepes 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% Tween;
2. 20 mM Hepes 7.4, 50 mM NacCl, 0.1% Tween;
3. 20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% Tween,;
4. 20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% Brij58;
5. 20m M Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% CHAPS;
6. 20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% Triton.

Assim, decidimos testar variacdes de tampdes contendo 150 mM de NaCl ou
250 mM de citrato de sédio com adicdo de calcio e magnésio. Nossos dados
mostraram que todos os tamples testados foram capazes de proporcionar
imunoprecipitagao de TcCHC (Figura 4.7). As melhores condi¢des foram obtidas com
o tampéo 11 (adicdo de 1 mM MgCl, e 10 uM CaCly).
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Figura 4.7. Imunoprecipitacdo de TcEpsina, teste de tampdes 3. Padréo eletroforético

em matriz de poliacrilamida 4-12% do material eluido das microesferas.

1. 20 mM Hepes 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% Tween, 1 mM MgCl, 10 uM CaCl;

2. 20 mM Hepes 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% Tween, 3 mM MgCl, 100 uM CacCly;
3.20 mM Hepes 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% CHAPS;

4. 20 mM Hepes 7.4, 150 mM NaCl, 0.1% CHAPS, 1 mM MgCl; 10 uM CacCl;
5. 20 mM Hepes 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% CHAPS, 3 mM MgCl, 100 uM CaCl;
6. 20 mM Hepes 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% Brij58;

7. 20 mM Hepes 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% Brij58, 1 mM MgCl, 10 uM CaCly;

8. 20 mM Hepes 7.4, 150 mM NacCl, 0.1% Brij58, 3 mM MgCl, 100 uM CaCly;
9.20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% Tween, 1 mM MgCl, 10 uM CaCly;
10. 20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% Tween, 3 mM MgCl;,100 uM CaCly;
11. 20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% CHAPS, 1mM MgCl,,10 uM CaCly;
12. 20mM Hepes 7.4, 250mM citrato, 0.1% CHAPS, 3mM MgCl, 100 uM CaCl;
13. 20mM Hepes 7.4, 250mM citrato, 0.1% Brij58, 1mM MgCl,, 10 uM CacCly;
14. 20mM Hepes 7.4, 250mM citrato, 0.1% Brij58, 3mM MgCl,, 100 uM CacCl,

Assim o tampéao 11 (20 mM Hepes 7.4, 250 mM citrato, 0.1% CHAPS, 1 mM
MgClz, 10 uM CacCl.) foi selecionado para imunoprecipitacdo de TcEpsina/GFPa ser
enviada ao espectrdmetro de massas.Para este experimento foram utilizados 350 ug
de p6 de células (T cruzi Epsina/GFP e forma selvagem) e procedeu-se conforme o
item 3.9 dos Materiais e Métodos.
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Imunoprecipitacdo de TcEpsina/GFP utilizando o tampao 11 foi confirmada
realizando-se uma nova eletroforese contendo amostras de T. cruzi selvagem (Figura
4.8 linha 1) e T. cruzi expressando TcEpsina/GFP (Figura 4.8 linha 2). Foi possivel
observar a banda proeminente de cerca de 190kDa, juntamente com outras bandas
de menor intensidade, apenas no parasita transfectado. As bandas presentes no T.

cruzi selvagem provavelmente correspondem a degradacao do anticorpo de lhama.
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Figura 4.8. Imunoprecipitacdo de TcEpsina. Padrdo eletroforético em matriz de

poliacrilamida 4-12% do material eluido das micro esferas. 1. T. cruzi selvagem; 2.
TcEpsina-GFP em Tampao (20mM Hepes 7.4, 250mM citrato, 0.1% CHAPS, 1mM MgCl,
10 uM CaCl,).

Estas duas amostras foram enviadas para analise em espectrdmetro de
massas na Universidade de Dundee-Escécia e o resultado esta descrito no Apéndice
2.Esta abordagem nos permitiu co-precipitar um conjunto de proteinas que também
co-precipitou com TcCLC, proporcionando assim evidéncias de que estas proteinas

interagem com clatrina de forma genuina.

4.3. ANALISE DE PROTEINAS ASSOCIADAS A CLATRINA

A analise por espectrometria de massas (Apéndices 1 e 2) permitiu identificar
diversas proteinas conservadas associadas a clatrina ja relatadas em outros
organismos, como os Complexos Adaptadores AP-1 e AP-4, SNARES, Rab4, Rab 11,

epsina, tepsina, AP180, Secl, Auxilina e Scamp.
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Foi observada também a presenca de proteinas hipotéticas nesta analise,

descritas abaixo.

4.3.1. Proteinas hipotéticas

A fim de identificar proteinas hipotéticas que seriam boas candidatas a
proteinas associadas a clatrina em T. cruzi, selecionamos nos dois Apéndices (TcCLC
e TcEpsina) proteinas citoplasmaticas (que nao possuissem dominios
transmembrana) e que seriam exclusivas de tripanosomatideos, com uso do algoritmo
de busca Hmmer.

Na lista da TcEpsina encontramos apenas a proteina hipotética Q4CUV9, que
nao possui dominios transmembrana e € exclusiva de tripanosomatideos. Mas no
genoma de T. cruzi esta proteina parece estar mal anotada, impossibilitando o
desenho de oligonucleotideos iniciadores. Por isso decidimos avaliar esta proteina em
T. brucei (Th927.8.7230; 30 kDa: TbCAP30), uma vez que a Epsina ja esta
caracterizada neste parasita (Gabernet-Castello et al., 2009). Além disso, escolhemos
as formas sanguineas de T. brucei pois estas formas tem maiores niveis de
endocitose, quando comparadas com as formas prociclicas (Allen et al., 2003).

Ogene correspondente & TbCAP30 foi clonado em vetor que proporciona a
fusdo com o gene que codifica a proteina HA e também contém o gene de resisténcia
ao antibiético puromicina. Este vetor com o inserto foi transfectado em formas
tripomastigotas sanguineas de T. brucei. Apos selecdo da cultura resistente a
puromicina os parasitas foram testados frente a ensaio de western blot e
imunofluorescéncia.

Analise por western blot com anticorpo anti-HA mostrou que houve reagdo com
um polipeptideo de massa molecular compativel com aquela deduzida a partir da
sequéncia do gene em T. brucei (30 kDa) adicionado a etigueta de HA (3 kDa), de
cerca de 33 kDa total (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Reatividade do anticorpo HA (rato) test adopor ensaio de western
blot. TOCAP30 = extrato proteico de formas sanguineas de T.bruceiexpressando TbhCAP30
fusionada a HA; WT = formas selvagens de T. brucei. TbCAP30: 30 kDa.

Os parasitas expressando TbCAP30-HA foram utilizados em ensaios de
imunofluorescéncia a fim de verificar a co-localizacédo de TbCAP30 com ThEpsina. Os
resultados mostraram que TbCAP30 parcialmente co-localizou com TbEpsina na
regido entre nucleo e cinetoplasto de formas sanguineas de T. brucei, regido que

corresponde a bolsa flagelar (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Reac¢do do anticorpo policlonal para Tb  Epsina (coelho) e anti-HA (rato) em

formas sanguineas de T.brucei por microscopia de fluorescéncia. A, E- TbEpsina
(anticorpo secundério anti-lgG de coelho conjugado a AlexaFluor 488; B, F- HA (anticorpo
secundéario anti-lgG de rato conjugado a AlexaFluor 594. C, G- Sobreposicéo das imagens, e
marcacdo do DNA do nudcleo e cinetoplasto; D, H- Corpo dos parasitas por contraste

interferencial (DIC).
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APENDICE 1

Proteinas associadas a TcCLC em formas epimastigota s de T. cruzi.

Neste apéndice as proteinas marcadas em vermelho sdo as que estédo
presentes também na lista T. cruzi selvagem (controle negativo) e portanto
representam contaminantes, as quais ndo foram analisadas. As proteinas marcadas
em verde sdo as presentes apenas na lista TcCLC/AC e sdo provaveis proteinas
associada a clatrina em T. cruzi (TCCAPS).

Sequencia ID Descri¢édo Score

1 Q3ZMB7 Heavy chain clathrin 16943,21
2 Q8STF3 Beta tubulin 1.9 2382,04
3 Q4CLAL Alpha tubulin, putative 2203,22
4 Q4CPQ7 Uncharacterized protein (Fragment) 1191,69
5 K4DWZ8 Uncharacterized protein 1058,73
6 Q4DYP5 Chaperonin HSP60, mitochondrial 1055,53
7 K4DTU5 Chaperone DNAJ protein, putative 1008,77
8 K4DXI1 Uncharacterized protein 924,20
9 K4E1A2 Uncharacterized protein (Tepsin) 796,71
10 K4DT95 Uncharacterized protein (Epsin) 779,73
11 K4ED78 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H/F, putative 695,39
12 K4DUS5 Uncharacterized protein 673,64
13 POCH27 Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 641,69
14 K4DLS7 Golgi/lysosome glycoprotein, putative 638,22
15 K4DTI6 Uncharacterized protein 604,23
16 Q4E4P1 Epsin, putative 598,04
17 K4E3N1 Gamma-adaptin 1, putative,AP-1 501,21
18 Q4DH96 ATP-dependent RNA helicase, putative 449,12
19 K4EOC9 Uncharacterized protein 434,18
20 Q4D5C2 Glutamate dehydrogenase 416,69
21 K4EGE7 Vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1 392,62
22 K2NXL9 Ribosomal protein L13, putative 390,23
23 K4DUQ8 Protein kinase, putative (Auxilina) 380,19
24 K4DY65 Uncharacterized protein (TcCLC) 367,94
25 K2Lz01 40S ribosomal protein S2, putative (Fragment) 362,30
26 Q4D2R9 40S ribosomal protein S3a-1 349,18
27 Q26936 Heat shock protein (HSP70) 348,60
28 K4DTH5 Calpain-like cysteine peptidase, putative 335,67
29 K4E7J7 Glucose-regulated protein 78, putative 326,89
30 K2MXPO Hexokinase, putative 325,31
31 K4EB76 Myosin heavy chain, putative 324,00
32 K4DM24 Elongation factor 2, putative 315,69
33 K2MzU9 Heat shock protein 85, putative 308,36
34 K4DPH9 Uncharacterized protein (Provavel nova TcCAP) 305,36
35 Q4E0Q3 40S ribosomal protein S5, putative 299,11
36 P33447 Tyrosine aminotransferase 292,53
37 Q4DMK9 40S ribosomal protein S3, putative 288,64
38 Q9GZC6 Tc52 protein 285,61
39 Q9GN79 Pyruvate phosphate dikinase 1 269,46
40 K2NP72 Mu-adaptin 1, putative 267,99
41 K2mM741 ATP synthase subunit beta 267,44
42 K4EES85 Uncharacterized protein (CAP141) 266,92
43 KADRH6 Prostaglandin F2alpha synthase 265,41
44 K4DLB7 Pumilio protein, putative 261,11
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45 B5UBT5 Mitochondrial heat shock 247,24
46 K4E5J5 Uncharacterized protein 244,19
47 Q4DD50 60S ribosomal protein L10, putative 239,52
48 K2NOW4 60S ribosomal protein L4, putative 235,27
49 K4DWU9 2-aminoethylphosphonate:pyruvateaminotransferase-likeprotein,putative 234,53
50 K4DZK5 Uncharacterized protein 225,99
51 K4E5G2 Vesicle-associated membrane protein, putative (V-SNARE) 217,54
52 K4DWKO Alcohol dehydrogenase, putative 217,38
53 Q27335 Poly(A) binding protein 216,00
54 K2N128 60S ribosomal protein L2, putative 202,98
55 K2N9G5 40S ribosomal protein S4, putative 197,89
56 Q4DGX6 Peptidase M20/M25/M40, putative 195,45
57 Q4DIB9 GTP-binding nuclear protein rtb2, putative 194,20
58 K4E470 Chaperonin alpha subunit, putative 193,98
59 K4EOQOFO Uncharacterized protein (Fragment) 188,55
60 Q4DED2 Ribosomal protein L21E (60S), putative 181,80
61 K4DV53 Uncharacterized protein 180,53
62 K4DJz2 Uncharacterized protein 175,41
63 Q4CM72 Uncharacterized protein (Fragment) (CAP80) 174,69
64 K4ES32 Epsilon-adaptin, putative,(Epsilon 4) 166,67
65 Q4E1N4 U-rich RNA-binding protein UBP-2 166,36
66 015637 Proton motive ATPase 165,05
67 K2N1A3 Gim5A protein, putative,glycosomal membrane protein, putative 163,62
68 Q4D5L9 Uncharacterized protein (Fragment) 162,01
69 K4E794 Uncharacterized protein 161,04
70 Q4D4A0 Malate dehydrogenase (Fragment) 156,69
71 K4EDC9 Vacuolar proton translocating ATPase subunit A, putative 156,14
72 K4ECN2 Voltage-dependent anion-selective channel, putative 155,78
73 Q4E4RO0 60S ribosomal protein L23, putative 154,46
74 K4E5S2 Uncharacterized protein 153,14
75 Q4EON6 40S ribosomal protein S15a, putative 152,21
76 Q4DW38 40S ribosomal protein S24 150,59
77 K4DVT6 CDC16, putative 148,47
78 Q4D6l15 40S ribosomal protein S14, putative 146,29
79 K4DT61 Sterol 24-c-methyltransferase, putative 145,20
80 Q4E093 40S ribosomal protein S18, putative 144,25
81 K2M6V0 40S ribosomal protein S6 142,80
82 Q4DQZ8 Uncharacterized protein 141,82
83 K2N523 Clathrin coat assembly protein, putative (AP180/CALM) 141,77
84 Q4DKz4 60S ribosomal protein L18a 140,03
85 Q4D7A0 60S ribosomal protein L13a, putative 138,48
86 K2MDT7 T-complex protein 1 subunit alpha 135,36
87 K4DKFO Vesicle-associated membrane protein, putative 135,15
88 K4E4AM6 Uncharacterized protein 134,62
89 Q4CuU52 D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase-protein, putative 133,83
90 Q4CXI2 Elongation factor 1-alpha (Fragment) 133,58
91 Q4CRH9 40S ribosomal protein S11, putative 132,31
92 Q4E2K6 Uncharacterized protein 131,18
93 K4E1C8 Beta-adaptin, putative (ApBETAL) 129,83
94 KADXI3 Uncharacterized protein 128,83
95 K2NB56 Glycerate kinase, putative 127,52
96 K4EAI2 Fatty acid desaturase, putative 127,12
97 Q4DWG6 Chaperonin containing T-complex protein, putative 125,85
98 K4DYYO Uncharacterized protein 125,42
99 K4E084 COP-coated vesicle membrane protein 124,68
100 K4DRPO dTDP-glucose 4,6-dehydratase, putative (Fragment) 124,20
101 Q4CRX5 60S ribosomal protein L17, putative 122,46
102 Q9N619 Enolase (Fragment) 117,14
103 K2NR29 ADP,ATP carrier protein 1, mitochondrial, putative, ADP/ATP translocase 1 | 117,07
104 K4DXS7 Uncharacterized protein 115,98
105 K4EAL9 Lanosterol 14-alpha-demethylase, putative 114,65
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106 K4EOU5 Beta-adaptin, putative (ApBeta 4) 113,70
107 K4E4R7 Homoserine kinase, putative 113,41
108 K2NF45 Uncharacterized protein 112,68
109 K4DU68 Glycosomal membrane protein, putative 112,08
110 K4E621 Uncharacterized protein 111,91
111 K4DZA6 Peroxisome targeting signal 1 receptor, putative 111,20
112 Q4DMP4 Uncharacterized protein 110,27
113 K2N304 Cysteine synthase (Fragment) 108,76
114 K4EC22 Uncharacterized protein (Fragment) 107,94
115 K4DS29 Serine carboxypeptidase (CBP1), putative,serine peptidase, Clan SC, | 107,73
Family S10, putative
116 K4E7X0 40S ribosomal protein S16, putative 107,69
117 K4EA87 Aspartate aminotransferase, mitochondrial, putative 106,28
118 Q4E3M6 Uncharacterized protein 105,21
119 Q4CM56 Tryparedoxin peroxidase, putative 104,36
120 P22513 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, glycosomal 104,26
121 Q4CLP3 Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] beta-chain, putative (Fragment) 103,67
122 K2MA70 Chaperonin containing t-complex protein, putative 102,20
123 KAE6M6 Uncharacterized protein (Fragment) 101,74
124 Q4CXR1 Histone H4 (Fragment) 101,38
125 Q4CR94 Uncharacterized protein (Fragment) 99,75
126 Q26883 Cruzipain 99,69
127 K4E886 Uncharacterized protein (Fragment) 99,65
128 Q4D8Y4 Dispersed gene family protein 1 (DGF-1), putative 98,16
129 K4E3J9 Uncharacterized protein 97,08
130 Q4CTD7 Histone H2B 96,95
131 Q4E661 60S ribosomal protein L13 96,94
132 K4DPP5 NUP-1 protein, putative (Fragment) 96,90
133 K4EAY2 Uncharacterized protein 96,52
134 K4DT76 Membrane-bound acid phosphatase 2, putative 96,18
135 Q26923 Glucose-regulated protein 78 (Fragment) 95,98
136 061084 Glycosomal malate dehydrogenase, putative 95,08
137 K4DJD7 Syntaxin, putative (Tsnare) 94,80
138 Q4DWKO AAA ATPase, putative 94,19
139 Q4CuU61 60S ribosomal protein L5, putative 93,52
140 Q4D251 Peroxisomal targeting signal type 2 receptor, putative 93,38
141 Q4CY17 Uncharacterized protein 93,32
142 K4DM88 Small GTP-binding protein Rabl11, putative,Rabl11 GTPase, putative 93,07
143 K2MDD3 Uncharacterized protein 92,57
144 K4E010 Vacuolar protein sorting-associated protein, putative (Secl) 91,66
145 Q4D6N9 Ribosomal protein S19, putative 91,18
146 Q4DADO Uncharacterized protein 90,84
147 K4E8S9 Uncharacterized protein 87,87
148 K2N167 Cystathione gamma lyase, putative 86,41
149 K4DWV6 Protein transport protein Sec13, putative 86,39
150 Q965C7 Aldo/keto reductase 86,29
151 K2N4S5 Uncharacterized protein 86,28
152 K4EAK2 Uncharacterized protein 84,76
153 K4DUX5 Ubiquinone biosynthesis protein COQ4 homolog, mitochondrial 84,18
154 Q4DTQ1 40S ribosomal protein S23, putative 81,62
155 K4DQz4 40S ribosomal protein SA 81,59
156 Q4E4R8 T-complex protein 1, eta subunit, putative 81,44
157 K4E2V0 Uncharacterized protein 79,44
158 K2MZ75 Nucleoporin interacting component (NUP93), putative 79,30
159 K4DSM8 Uncharacterized protein 79,03
160 Q4DBRO Pumilio/PUF RNA binding protein 1, putative 78,84
161 Q4cucs Ribosomal protein S7, putative 78,45
162 K4E129 Histidine ammonia-lyase 78,40
163 K4EDG3 Small GTP-binding protein Rabl11, putative,Rabl11 GTPase, putative 78,32
164 K2NIU9 Sarcoplasmic reticulum glycoprotein, putative 77,57
165 KAE8G6 Nuclear receptor binding factor, putative 77,42
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166 K4DRN4 Retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 77,30
167 K4E1N6 Protein transport protein Sec23A, putative 76,98
168 K4E6CS8 Mu-adaptin 4, putative, 74,35
169 KADKT3 Retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative (Fragment) 73,17
170 Q4D8B1 Retrotransposon hot spot (RHS) protein, putative 71,91
171 Q4D7A6 Actin, putative (Fragment) 71,79
172 K2PB67 Vacuolar ATP synthase subunit b, putative 70,87
173 K4E9B6 Glutamine synthetase, putative 70,86
174 K4E8W1 Uncharacterized protein 70,28
175 Q4DAT8 Uncharacterized protein (Fragment) 69,17
176 Q4D604 Ribosomal protein L27, putative 68,47
177 K4E5X3 NADH-cytochrome b5 reductase, putative 67,58
178 Q4D8K3 60S ribosomal protein L30, putative 66,70
179 K4DPY7 Ribonucleoside-diphosphate reductase small chain, putative 66,52
180 Q4CNF4 60S ribosomal protein L11, putative 65,60
181 Q4D4Ss1 40S ribosomal protein S9, putative 65,56
182 K2M4Q3 RuvB-like DNA helicase, putative 65,06
183 K2M7J6 Vesicule-associated membrane protein, putative (V-SNARE) 64,91
184 K2NTQO Uncharacterized protein 63,52
185 KADTA4 DnaJ chaperone protein, putative 63,44
186 K4EDW9 Uncharacterized protein 63,01
187 K2NEG6 Uncharacterized protein 62,93
188 Q4CY57 Uncharacterized protein (Fragment) 62,06
189 Q4CRI7 60S ribosomal protein L9, putative 61,54
190 K2MKD6 UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent glycosyltransferase, putative | 60,95
(Fragment)
191 K2NLQ2 60S ribosomal protein L7, putative 60,84
192 K2MEF1 RuvB-like DNA helicase, putative 60,27
193 Q4DPQ5 Uncharacterized protein 59,28
194 Q4DD81 60S ribosomal protein L22, putative 58,99
195 K4DVU1 Cytochrome c oxidase subunit IV, putative 58,49
196 Q4CSs87 Calpain cysteine peptidase, putative (Fragment) 56,84
197 K2MMQ6 Adenosylhomocysteinase 56,45
198 K2MV19 ATP synthase subunit alpha 56,24
199 Q4CW64 Calpain-like cysteine peptidase, putative 53,97
200 K4DWZ0 Uncharacterized protein 53,88
201 Q4E4N7 Dynein light chain, putative 53,26
202 Q4CYH9 Histone H2A (Fragment) 53,03
203 K2ND53 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, putative 48,63
204 K4DWY2 Uncharacterized protein 48,33
205 Q4D927 Uncharacterized protein 47,22
206 Q4DJQ7 Cytochrome b-domain protein, putative 46,30
207 K4E201 Uncharacterized protein 44,70
208 K4DTP2 Uncharacterized protein 43,66
209 K4ECX4 Surface glycoprotein, putative (Fragment) 42,87
210 K4DLR6 Uncharacterized protein 41,23
211 K2MXV9 Tryparedoxin peroxidase, putative 39,50
212 K2M3V7 Guanine nucleotide-binding protein beta subunit-like protein 38,48
213 K2MWY1 Proton motive ATPase, putative 37,44
214 K4DU79 Threonyl-tRNA synthetase, putative 36,13
215 K4DX52 Extracellular receptor, putative 32,34
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APENDICE 2

Proteinas associadas a TcEpsina em formas epimastig

ostas de T. cruzi.

Neste apéndice as proteinas marcadas em vermelho sdo as que estédo

presentes também na lista T. cruzi selvagem (controle negativo) e portanto

representam contaminantes, as quais nao foram analisadas. As proteinas marcadas

em verde sdo as presentes apenas na lista TcEpsina e sdo provaveis proteinas

associada a clatrina em T. cruzi (TCCAPS).

Sequencia ID Descri¢édo Score

1 Q3ZMB7 Heavy chain clathrin 15392,07
2 Q8STF3 Beta tubulin 1578,28
3 POCH27 Ubiquitin-60S ribosomal protein 1562,12
4 K4DT95 Uncharacterized protein (Epsin) 1552,42
5 Q4CLAL Alpha tubulin, putative 1447,03
6 Q4E4P1 Epsin, putative 1195,40
7 K4E3N1 Gamma-adaptin 1, putative 808,20
8 Q4DYP5 Chaperonin HSP60, mitochondrial 656,07
9 K4E1C8 Beta-adaptin, putative (Beta 1) 543,40
10 Q26936 Heat shock protein (HSP70) 354,45
11 K4E1A2 Uncharacterized protein (Tepsin) 342,85
12 Q4D2R9 40S ribosomal protein S3a-1 291,51
13 Q4D5P4 40S ribosomal protein S4, putative 271,95
14 K4EDC9 Vacuolar proton translocating ATPase subunit A, putative 253,66
15 K4DY65 Uncharacterized protein (CLC) 251,83
16 Q4DQU4 Mu-adaptin 1, putative 243,22
17 Q4E0Q3 40S ribosomal protein S5, putative 228,34
18 K2M7J6 Vesicule-associated membrane protein, putative (V-Snare) 206,53
19 K4EOC9 Uncharacterized protein 194,51
20 Q4DJX1 Ribosomal protein L3, putative 177,03
21 K4E7J7 Glucose-regulated protein 78, putative 176,67
22 K4E5G2 Vesicle-associated membrane protein, putative (V-Snare) 170,46
23 K4DTU5S Chaperone DNAJ protein, putative 166,69
24 H9AZG3 Actin 166,28
25 Q4CQJ6 Uncharacterized protein 163,58
26 K4DUQ8 Protein kinase, putative (Auxilin) 160,62
27 K4EES85 Uncharacterized protein (CAP141) 158,05
28 Q4CPQ7 Uncharacterized protein (Fragment) 156,36
29 K4DU64 40S ribosomal protein S3, putative (Fragment) 155,93
30 Q4DKz4 60S ribosomal protein L18a 152,70
31 Q4DFM4 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H/F, putative 143,87
32 Q4CNY1 Plasma-membrane proton-efflux P-type ATPase, putative 138,88
33 Q4DED2 Ribosomal protein L21E (60S), putative 134,84
34 B5U6T5 Mitochondrial heat shock 134,64
35 Q4CuUVv9 Uncharacterized protein (Fragment) 133,69
36 K2MT82 60S ribosomal protein L10, putative 132,78
37 Q4CM72 Uncharacterized protein (Fragment) (CAP80) 132,21
38 Q4DW38 40S ribosomal protein S24 130,46
39 Q4DC12 Gim5A protein, putative — tem no Vacuolocontratil 125,49
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40 K2M6VO0 40S ribosomal protein S6 123,58
41 M4H1F5 Proteasome regulatory ATPase subunit 3 (Fragment) 123,34
42 K4E5J5 Uncharacterized protein 115,53
43 K4E2MO Uncharacterized protein 109,24
44 K2NT82 60S ribosomal protein L2, putative (Fragment) 107,87
45 Q4CM56 Tryparedoxin peroxidase, putative 106,10
46 K4DJD7 Syntaxin, putative (T-SNARE) 105,08
a7 K4ECN2 Voltage-dependent anion-selective channel, putative 103,40
48 Q4CRX5 60S ribosomal protein L17, putative 102,51
49 KA4DLS7 Golgi/lysosome glycoprotein, putative 101,23
50 K4DJH5 ABC transporter, putative 101,07
51 K4E532 Epsilon-adaptin, putative (Epsilon 4) 99,56
52 Q4CXI2 Elongation factor 1-alpha (Fragment) 95,52
53 K4ED25 D-alanyl-glycyl endopeptidase-like protein, putative 95,41
54 K4E706 Amastin, putative 91,58
55 K2MDA7 Uncharacterized protein (RAB4) 90,60
56 D3JLB6 Thiol-transferase Tc52 (Fragment) 90,08
57 K2MWY1 Proton motive ATPase, putative 87,09
58 K2N5W3 Vacuolar protein sorting-associated protein, putative (Secl) 86,86
59 Q4CKJ0 Fatty acid desaturase, putative (Fragment) 83,38
60 K4E470 Chaperonin alpha subunit, putative 82,95
61 Q4CMB6 Sterol 24-c-methyltransferase, putative (Fragment) 81,33
62 K2Lz01 40S ribosomal protein S2, putative (Fragment) 80,65
63 Q4DMT8 Uncharacterized protein 78,93
64 K2N523 Clathrin coat assembly protein, putative (AP180/CALM) 78,40
65 Q4CRH9 40S ribosomal protein S11, putative 77,45
66 Q4D5L9 Uncharacterized protein (Fragment) 77,00
67 Q4CQW2 60S ribosomal protein L4, putative 76,81
68 Q4DD81 60S ribosomal protein L22, putative 75,86
69 C4PDO06 Cysteine proteinase (Fragment) 75,47
70 K4E491 Uncharacterized protein 74,11
71 K4DM24 Elongation factor 2, putative 74,01
72 Q4CNF4 60S ribosomal protein L11, putative 73,78
73 K2M741 ATP synthase subunit beta 73,06
74 K2MDT7 T-complex protein 1 subunit alpha 73,06
75 K4DXI3 Uncharacterized protein 71,63
76 Q4EONG6 40S ribosomal protein S15a, putative 69,95
77 Q7Z1E2 Clathrin assembly protein AP19-like protein (Sigma AP1) 69,74
78 K4E3Z71 Uncharacterized protein 69,51
79 Q4D7A0 60S ribosomal protein L13a, putative 69,21
80 Q4E093 40S ribosomal protein S18, putative 68,07
81 K2MW22 Uncharacterized protein (SCAMP) 67,07
82 Q4DGG6 Uncharacterized protein (Fragment) 66,91
83 Q4DWG6 Chaperonin containing T-complex protein, putative 66,28
84 Q4CXY9 Syntaxin, putative (T-SNARE) 65,78
85 Q4E4RO0O 60S ribosomal protein L23, putative 63,61
86 Q4CXR1 Histone H4 (Fragment) 63,57
87 Q4DH96 ATP-dependent RNA helicase, putative 62,78
88 K2NPK1 GTP-binding nuclear protein rth2, putative 62,67
89 K4EOUS5 Beta-adaptin, putative (BETA4) 60,12
90 Q4D4Ss1 40S ribosomal protein S9, putative 59,27
91 Q4D6I5 40S ribosomal protein S14, putative 58,62
92 K4DW55 Uncharacterized protein 58,18
93 K2MPX7 60S ribosomal protein L13, putative 58,12
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94 K2MKD6 UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent glycosyltransferase, putative | 57,85
(Fragment)
95 K2MXT6 60S ribosomal protein L19, putative (Fragment) 57,67
96 Q4CTM1 Uncharacterized protein 56,83
97 K4EOU6 Uncharacterized protein 54,84
98 K2NIS5 Lanosterol 14-alpha-demethylase, putative 54,69
99 K4EDU2 ABC transporter, putative 53,74
100 K4E5J3 Calpain-like cysteine peptidase, putative,cysteine peptidase, Clan CA, | 53,67
family C2, putative
101 K2MzU9 Heat shock protein 85, putative 52,69
102 Q4DYH1 Uncharacterized protein 52,68
103 Q27880 Histone H3 52,07
104 Q4DzQ8 Uncharacterized protein 50,09
105 Q4CYAS Uncharacterized protein 50,00
106 K2N1EO Prostaglandin F2alpha synthase 48,61
107 K2MYF8 Vesicle-associated membrane protein, putative (V-SNARE) 45,88
108 Q4CVX9 60S ribosomal protein L9, putative 45,55
109 P27795 Histone H2B 42,61
110 K4E5A9 Uncharacterized protein (YIP1 domain) 39,86
111 K2NR29 ADP,ATP carrier protein 1, mitochondrial, putative,ADP/ATP | 39,53
translocase 1, putative
112 Q4D6N9 Ribosomal protein S19, putative 37,77
113 Q4DN72 60S ribosomal protein L34, putative 33,61
114 K4DU68 Glycosomal membrane protein, putative (integral to peroxissome | 29,28

membrane)
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5. DISCUSSAO REFERENTE AO CAPITULO 2

Os protozoarios tripanosomatideos sédo organismos muito divergentes na
escala evolutiva, proporcionando a oportunidade de explorar aspectos unicos da
biologia de células eucariontes. Um desses aspectos refere-se ao sistema
endocitico/exocitico e suas diversas funcdes. Analises in silico baseadas apenas na
informacdo de sequéncias génicas e protéicas sugerem que varias proteinas
importantes da via endocitica de outras espécies estdo ausentes em
tripanosomatideos (Field et al., 2012). Uma vez que a endocitose - um processo
essencial para a sobrevivéncia das células - é funcional em tripanosomatideos, as
diferencas entre moléculas envolvidas na via endocitica de tripanosomatideos em
relacdo a outros eucariontes podem ser devido tanto a divergéncia na sequéncia/
estrutura proteica de fatores conhecidos quanto a presencga de novas proteinas que
podem substituir as fungbes daqueles outros. Como consequéncia, 0 sistema
endocitico dos tripanosomatideos patogénicos emerge como excelente fonte de alvos
quimioterapicos (De Souza et al., 2009).

Neste trabalho, caracterizamos as principais proteinas conservadas que
compdem o sistema endocitico/exocitico mediado por clatrina de T. cruzi: as cadeias
leve e pesada do trisquélion de clatrina (Capitulo 1) e a epsina (Capitulo 2). A fim de
identificar proteinas associadas a clatrina, usamos como estratégia a
imunoprecipitacdo (utilizando cadeia leve de clatrina e epsina como iscas) seguida da
analise por espectrometria de massas dos complexos isolados, 0 que permitiu
identificar diversas proteinas associadas a clatrina, algumas delas ainda sem funcao
conhecida (hipotéticas).

A seguir discutiremos apenas as proteinas que a literatura ja descreveu como
tendo participacdo efetiva na via mediada por clatrina, bem como as proteinas
hipotéticas que tem potencial de estar atuando na via. As proteinas restantes
mostradas em verde nos dois apéndices sao provavelmente carreadas em vesiculas

revestidas por clatrina e provavelmente nao fazem parte da via.

5.1.EPSINA

Epsinas sdo adaptadores monomeéricos caracterizados por possuir um dominio
ENTH N-terminal conservado. Este dominio auxilia na curvatura de membranas
durante a formacdo de vesiculas com revestimento de clatrina (Traub, 2003). As

epsinas podem operar na formacéo de vesiculas revestidas por clatrina na endocitose,
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na Rede Trans do Golgi (TGN) e nos endossomos (Robinson e Pimpl, 2013). Em
Arabidopsis, proteinas com dominios ENTH também estdo envolvidas no trafego
vacuolar (Song et al., 2006) e no transporte a partir do TGN por interagir
especificamente com SNARESs, atuando na fusdo das vesiculas ao TGN, funcéo esta
que também é observada em leveduras e mamiferos (Lee et al., 2007; Chidambaram
et al., 2004). Estudos em células de mamiferos levaram a classificacdo da familia das
epsinas ou proteinas relacionadas a epsina (epsinaR) com base na func¢éo, arquitetura
do dominio de ligacéo e localizacao celular. A funcéo pode ser dividida em endocitose
de cargas ubiquitinadas (epsinas) ou triagem/reciclagem de cargas dentro de
compartimentos celulares (epsinaR) (Mills et al, 2003; Hawryluk et al, 2006).

Em T. brucei a TbEpsina (Tb11.50.0006) possui um dominio ENTH e tem
localizacdo celular tanto em regides de brotamento de vesiculas de clatrina na
membrana plasmatica quanto em compartimentos endossomais, sendo capaz de se
associar a clatrina, como demonstrado por ensaios de imunoprecipitacdo (Gabernet-
Castello et al., 2009).

Em nossos ensaios de imunofluorescéncia verificamos que a epsinaR de
Trypanosoma cruzi (TcEpsina) co-localiza com clatrina na regidao da bolsa flagelar
(local onde ocorre brotamento de vesiculas endociticas revestidas por clatrina) e no
Complexo de Golgi. A TcEpsina esta presente na imunoprecipitagdo de clatrina, o que
sugere associacao destas proteinas e a participacédo de TcEpsina como um adaptador

de clatrina em T. cruzi.

5.2 PROTEINAS ASSOCIADAS A CLATRINA E EPSINA

AplOs obter os resultados de imunoprecipitacdo de clatrina e epsina,
comparamos as proteinas que aparecemnas duas listas (TcCLC:Apéndice 1;
TcEpsina:Apéndice 2). A cadeia pesada de clatrina € a proteina mais abundante em
ambas as listas, confirmando dados da literatura que demonstram que clatrina é a
proteina mais abundante em vesiculas com revestimento de clatrina (Bonifacino e
Lippincott-Schwartz, 2003).

5.2.1. Complexos Adaptadores

Observamos, em ambas as listas, a presenca dos Complexos Adaptadores AP-
1 e AP-4 e auséncia dos complexos AP-2 e AP-3.

O Complexo Adaptador 1 é expresso em todas as células eucaridticas e esta

associado principalmente ao transporte da rede Trans do Golgi para o lisossomo (via
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endossomos) em células ndo polarizadas de mamiferos (Gosh et al., 2003).
Entretanto, pode assumir fungdes diversificadas dependendo do tipo celular (Dittie et
al., 1996), como a formacé&o do vacuolo contratil em Dictyostelium discoideum (Lefkir
et al., 2004) ou o transporte a partir do endossomo inicial ou de reciclagem em células
HelLa (Hirst etal., 2012 b). Em T. brucei demonstrou-se que este complexo é essencial
para o0 protozoario, mediando o trafego lisossomal a partir da Rede TransGolgi,
embora ndo esteja envolvido no processo exocitico do parasita (Tazeh et al., 2009).

Em T. cruzi ja foi relatado que as subunidades do Complexo Adaptor AP-1 sao
conservadas, sendo possivel identificar a expressao de 3 das 4 subunidades (AP1-y,
AP1-B e AP1-y), demonstrando-se a localizacdo da subunidade AP1-y no complexo
de Golgi em diferentes formas evolutivas deste parasita (Moreira, 2013).

A presenca do Complexo Adaptador AP-1 nas imunoprecipitacdes de clatrina
e epsina indica que este complexo participa na formacéo de vesiculas revestidas por
clatrina no Complexo de Golgi de T. cruzi. Considerando-se a funcao atribuida em
outros organismos, é possivel que o Complexo Adaptador AP-1 tenha funcdes
relacionadas neste protozoario, como o envio de enzimas lisosomais como cruzipaina
e chagasina (Santos et al., 2005) aos reservossomos.

Um conjunto de proteinas que surpreendentemente ndo estava presente em
nenhuma das listas foi o0 Complexo Adaptador AP-2. Os genes que codificam as 4
sub-unidades deste complexo de proteinas ndo estdo presentes no genoma de T.
brucei (Manna et al, 2013), mas estao presentes em T. cruzi (Corréa et al, 2007; Kalb,
2011). Assim, esperdvamos observar estas proteinas em nossas andlises, uma vez
gue o Complexo Adaptador AP-2 facilita e endocitose mediada por clatrina (Hirst et
al., 2012 a) e esse mecanismo ja foi observado em formas epimastigotas de T. cruzi
(Corréa et al, 2007; Kalb et al., 2014).

Aparentemente alguns organismos unicelulares, como leveduras, parecem
gerir muito bem a falta de AP-2 (Reider e Wendland, 2011; Baggett and Wendland,
2001). Por outro lado, ja mostrou-se que alguns adaptadores especificos de carga
podem ser de fato tdo bons quanto AP-2 para apoiar a endocitose mediada por clatrina
(Robinson, 2004). Assim, o complexo AP-2 parece ndo ser obrigatério em toda
endocitose mediada por clatrina e diversos adaptadores alternativos (ver item 5.2.2)
parecem atuar de forma semelhante na classificacdo das cargas e na montagem de
vesiculas revestidas por clatrina (Traub, 2003). Porém ja foi observada a endocitose
mediada por clatrina em T. cruzi.Assim um provavel substituto para AP-2 poderia ser

AP180, como discutido abaixo no item 5.2.2.
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Foi surpreendente encontrar o Complexo Adaptador AP-4 em nossas analises.
O conhecimento sobre o Complexo Adaptador AP-4 ainda é escasso, se comparado
com AP-1 e AP-2 (Hirst et al., 2013). A primeira descricdo do complexo AP-4 foi feita
em 1999 por DellAngelica e colaboradores, mas sua associagcdo com vesiculas
revestidas por clatrina s6 foi mostrada em 2005 por Barois e Bakke. Estes autores
mostram que o papel do complexo AP-4 é classificar as proteinas-carga que partem
dos endossomos iniciais para os lisossomos, de uma maneira dependente de clatrina.
Também mostraram a localizacdo de AP-4 no Complexo de Golgi. Alternativamente,
AP-4 pode atuar em uma rota direta do Golgi para a membrana plasmatica (Simmen
et al., 2002). Assim o papel de AP-4 também parece variar entre diferentes tipos de
células. Uma das subunidades do Complexo Adaptador AP-4 foi identificada em uma
protedbmica de vacuolo contratil de T. cruzi (Ulrich et al., 2011).

Em nossas analises encontramos a proteina tepsina (tetra-epsina), um
componente central de vesiculas contendo o complexo AP-4. Esta proteina é
estruturalmente relacionada a EpsinaR. Tepsina foi identificada em andlises
protedmicas de vesiculas enriquecidas com Complexo AP-4 (Borner et al, 2012). A
tepsina se liga ao dominio ear (orelha) da subunidade beta do Complexo AP-4 e co-
localiza com AP-4 em diversas células. Tepsina e AP-4 dependem funcionalmente um
do outro, pois em organismos que ndo possuem AP-4 a tepsina também esta ausente
no genoma (Hirst et al., 2013). A presenca dessa proteina em ambas as listas
(Apendices 1 e 2) reforca o fato de que AP-4 em T. cruzi pode estar envolvido em uma
via dependente de clatrina.

Assim, parece que em T. cruzi AP-1 e AP-4 ligam clatrina, enquanto que AP-2
e AP-3 ndo. Dados de bioinfomatica permitiram identicar as 4 subunidades de AP-2
no genoma de T. cruzi (Corréa et al., 2007, Kalb, 2011). Deste modo, é possivel que
neste parasita 0 Complexo AP-2 ndo esteja associado a clatrina e sim mediando outro
tipo de endocitose, como a endocitose que ocorre via complexo citbstomal/citofaringe.
E importante ressaltar que no genoma de T. brucei sdo encontrados apenas 0s
Complexos Adaptadores AP-1, AP-3 e AP-4 (Manna et al, 2013). Assim, se T. brucei
nao possui AP-2 e nem citéstoma, é possivel especular que emT. cruzi (que tem AP-
2 e citéstoma), o AP-2 esteja atuando em uma endocitose independente de clatrina

via citdstoma.
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5.2.2. Outros adaptadores monomeéricos associados a clatrina

Uma proteina encontrada em ambas as listas foi a AP180. Esta proteina
promove a montagem do revestimento de clatrina em diversos organismos. Enquanto
algumas proteinas adaptadoras reconhecem apenas uma familia de receptores, nédo
h& evidencias de que AP180 reconheca receptores diretamente, mas parece fazer
uma ponte entre a clatrina e os fosfolipidios de membrana (Reider e Wendland, 2011).

Em T. cruzi a AP180 contém um dominio ANTH conservado (AP180 N- terminal
homology) e um motivo “clathrin Box” (LVAVE), o que deve mediar a interagdo com
clatrina. E além disso, esta proteina foi localizada no Complexo do Vacuolo Contréatil
(Ulrich et al., 2011). A presenca de AP180 em ambas as listas (TcCLC e TcEpsina),
juntamente como fato de que AP-2 parece néo ligar clatrina em T. cruzi, sugere que
AP180 esteja auxiliando a montagem de revestimento de clatrina na endocitose na
bolsa flagelar, uma vez que ja foi demonstrado o brotamento de vesiculas com
revestimento de clatrina na bolsa flagelar de T. cruzi (Corréa et al., 2007; Kalb et al.,
2014).

5.2.3. Proteinas hipotéticas associadas a clatrina

Nossas andlises de imunoprecipitacdo permitiram verificarque as proteinas
Cap80 e Capl141 (cap: clathrin associated protein) co-precipitam com clatrina e epsina
em T. cruzi. Estas duas proteinas estdo sendo caracterizadas como novos
componentes na endocitose mediada por clatrina em T. brucei (dados ainda nao
publicados pelo grupo do Dr. Mark Field, comunicacao pessoal). O que sugere que
em T. cruzi estas proteinas possam também ser novos componentes dos
revestimentos de clatrina.

Foram verificadas todas as proteinas hipotéticas da lista de clatrinasobre a
presenca de dominios transmembranares, 0s quais poderiam caracteriza-las como
cargas e ndo como parceiras. Selecionamos a proteina hipotética KADPH9, que esta
presente apenas em tripanosomatideos e ndo possui dominios transmembrana.

Para estas 3 proteinas (Cap80, Capl4l eK4DPH9) foram obtidos
oligonucleotideos que permitem a entrada das proteinas na plataforma Gateway de
clonagem e posteriomente recebimento de uma etiqueta que permita a localizagéo
destas proteinas em T. cruzi. Estudos posteriores seréo realizados em detalhes para
analisar estas proteinas.

Da lista da TcEpsina avaliamos a proteina Q4CUV9, que nao tem dominios

conhecidos e parece estar presente apenas em tripanosomatideos. Em nossos
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experimentos de imunolocalizacdo, seu homologo em T. brucei (Th927.8.7230:
TbCAP30) parcialmente co-localizou com TbEpsina na regido entre ndcleo e
cinetoplasto de formas sanguineas, regido que corresponde a bolsa flagelar. Isto
sugere que esta proteina pode ser uma nova proteina associada a epsina em

tripanosomatideos.

5.2.4. SNAREs

Em nossas analises identificamos 4 vVSNAREs distintas (K2ZMYF8 na lista da
epsina; KADKFO na lista CLC; K2M7J6 e KAE5G2 em ambas as listas). Todas elas
possuem ortologos e sdo expressas em T.brucei (Murungi et al., 2013). SNAREs
(soluble NSF attachment receptor) sdo proteinas integrais de membrana responsaveis
pela fusdo de vesiculas com a membrana alvo. As SNARES estdo presentes nas
membranas das vesiculas (membros das familias VAMPS ou synaptobrevin) e das
organelas alvo (membros das familias syntaxin e SNAP) e formam complexos muito
estaveis. A formagéo de um complexo SNARE aproxima as membranas da vesicula
e do alvo e fornece a energia necessaria para a fusdo das bicamadas lipidicas.
Diferentes membros da familia SNARE esté&o localizados em distintas membranas de
compartimentos de células eucaridticas, de modo a formar complexos especificos e
aumentar assim a fidelidade do trafego de vesiculas (Bock et al., 2001).

As SNAREs séo selecionadas na membrana da vesicula em formacéo pela
interacdo direta com componentes do revestimento da vesicula. Esta selecéo é feita
pela epsina, a qual insere as SNAREs em vesiculas revestidas por clatrina (Miller et
al., 2007). O transporte pos-Golgi de SNAREs é feito majoritariamente por vesiculas
revestidas por clatrina (Borner et al., 2012).

Um trabalho recente (Murungi et al., 2013) identificou as sequéncias candidatas
a SNAREs em L. major, T. brucei e T. cruzi. Estas sequéncias parecem ser bem
conservadas entre estes organismos. Murungi e colaboradores (2013) investigaram
por imunofluorescéncia a localizacao sub-celular de TbVamp7c (homélogo a K2M7J6)
em T. brucei, a qual revelou localizacdo na regido entre nucleo o cinetoplasto,
compativel com endossomo. Apesar de L. major, T. brucei e T. cruzi terem estilos de
vida altamente distintos, o conjunto de SNAREs é bastante estavel entre as trés
linhagens patogénicas, sugerindo seu estabelecimento no dltimo ancestral comum
dos tripanosomas e Leishmania, assim como a conservacdo na localizacdo e

possivelmente na funcado (Murungi et al., 2013). O papel desta proteina em T. cruzi
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merece ser melhor investigado. A K4E5G2 (VAMP1) foi identificada em uma

protedmica de vacuolo contratil de T. cruzi (Ulrich et al., 2011).

5.2.5. RABs

Em nossas analises identificamos a RAB11 na lista da TcCLC (K4DM88,
K4EDG3) e a RAB4 na lista da TcEpsina (K2ZMDA7). As proteinas RABs sao um
subgrupo da superfamilia Ras GTPases e ciclam entre um estado ativo (ligado a GTP)
e um estado inativo (ligado a GDP). Diferentes RABs estao localizadas em vesiculas
e organelas distintas e estdo posicionados para demarcar membranas especificas.
Assim, por meio de sua localizacdo e estado GTP/GDP, as RABs podem recrutar e/ou
ativar seus varios efetores na hora certa e no lugar correto, proporcionando um
elemento de regulacdo para a maquinaria de trafego vesicular (Bock et al., 2001). As
RABs tem um papel fundamental no apoio a pelo menos 3 etapas distintas no
processo de trafego vesicular: brotamento de vesiculas, o trafego de vesiculas através
do citoplasma e a fusdo da vesicula com a membrana alvo (Jeffries et al., 2001).

Em células de mamiferos a RAB11l controla a reciclagem de diversos
receptores (Mitchell et al., 2004). Em T. brucei a RAB11 co-localiza com a clatrina, o
gue sugere que possa estar envolvida em um processo dependente de clatrina. A
supressdo de TbRAB11 por RNAi demonstrou que esta proteina é essencial para as
formas sanguineas (BSF) e prociclicas (PCF) de T. brucei (Hall et al., 2005a) e € mais
expressa em BSF, fase em que a endocitose € muito mais ativa (Jeffries et al., 2001).
Em BSF a auséncia de RAB11l ndo afeta a exocitose de VSG recentemente
sintetizadas, nem a endocitose de fase fluida ou a endocitose de transferrina, mas
afeta a exportacdo da transferrina internalizada e esta envolvida na regulacdo dos
processos de reciclagem de proteinas de superficie (Hall et al., 2005).

Em D. discoideum e T. cruzi a Rabl1 esta localizada no complexo do vacuolo
contrétil (CVC). Sabe-se que o vacuolo contratil, além de regular a osmolaridade da
célula e armazenar célcio, também recicla algumas proteinas de membrana, bem
como proteinas ancoradas a GPI, para a membrana plasmatica. Esse envio é feito
mediante vesiculas de clatrina em D. discoideum. Foi proposto que o complexo do
vacuolo contratil de T. cruzi pode ser um precursor do sistema de reciclagem em
outros eucariotos (Niyogi et al., 2014). Estes autores levantam a hipdtese de que o
envio de proteinas para a membrana seja por intermedio de vesiculas revestidas por
clatrina. Existem poucos dados na literatura sobre isso, mas a presenca de 5 proteinas

(AP180, clatrina, AP-4, VAMP1 e RAB11) em nossas andlises, relacionadas com
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vesiculas revestidas por clatrina e que se encontram no CVC, nos leva a pensar que

iISSo possa estar ocorrendo em T. cruzi.

Em nossas analises nos identificamos a RAB4 na lista da Epsina (K2MDA?7).
Em eucariotos superiores a RAB4 atua em diversas vias, incluindo a rapida reciclagem
a partir de endossomos iniciais e também o trdfego para degradagédo no lisossomo
(Jovic et al., 2010). Em um estudo protedmico feito em células HeLa a RAB4 esta
relacionada com AP1 (Borner et al., 2012). EmT. brucei a TORAB4 esta envolvida na
regulacéo do trafego do Golgi para o lisossomo, mas ndo na endocitose mediada por
clatrina ou na reciclagem. Por RNAI mostrou-se que € essencial em BSF e causa a
deformacéo de seus lisossomos (Hall et al., 2004). Em T. cruzi ndo se sabe ainda a
funcdo de RAB4.

5.2.6. Auxilina

Em nossas analises encontramos a K4DUQ8 (Auxilina) em ambas as listas. A
auxilina é recrutada apds o brotamento da vesicula revestida por clatrina, ligando-se
aos dominios terminais da cadeia pesada de clatrina (McMahon e Boucrot, 2011) e a
uma ATPase da familia da HSC70, que também foi encontrada em nossas analises
(Q26923 — GRP78) (Jackson et al., 2012). Esta proteina tem um papel fundamental
na remocéo do revestimento de clatrina apds o brotamento da vesicula para que a
vesicula possa alcancar seu destino final (Jackson et al., 2012).

Ainda nado existem estudos com auxilina em protozoarios, mas a presenca de
auxilina nas nossas analises sugere que em T. cruzi a auxilina também atue na

remocao do revestimento de clatrina, assim como em outros organismos.

5.2.7.SCAMP

Em nossas analises identificamos uma proteina com um dominio SCAMP na
lista da Epsina (K2MW22). SCAMPs (proteinas de membrana das vesiculas
secretoras) formam uma familia de proteinas integrais e sdo 0s principais
componentes do sistema de reciclagem de superficie da célula eucaribtica (Castle e
Castle, 2005). Foi mostrado que em células NRK diferentes SCAMPs estéo
localizadas adjacentes umas as outras na Rede Trans Golgi e nos endossomos de
reciclagem (Castle e Castle, 2005). No entanto, ndo ha estudos sobre a localizacao
subcelular e a funcdo das SCAMPs em protozoarios. Sua presenca em nossas

analises sugere que esteja atuando em uma via dependente de clatrina.
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5.2.8. GLP1

Em nossas analises encontramos a proteina K4DLS7 (GPL1: Golgi/lysosome
glycoprotein) em ambas as imunoprecipitacdes. Esta proteina € um componente de
membrana glicosilada tipo | e abundante no Complexo de Golgi e também em
lisossomos de T. brucei (Lingnau et al, 1999). Esta proteina também foi localizada no
Complexo de Golgi em Leishmania e Toxoplasma. Esses dados sugerem a
conservacgao da funcionalidade da sequencia localizadora (target sequence) de Golgi
de GLP-1.

Lingnau e colaboradores (1999) sugeriram que GLP-1 é estruturalmente similar
as LAMPs (lysosome associated membrane proteins) e as LAPs (lysosomalacid
phosphatase). As proteinas de membrana lisossomais de mamiferos possuem um
dominio luminal grande e sao altamente glicosiladas, como em GLP-1. Todas estas
proteinas de membrana tem um pequeno dominio citosélico, que em LAMPs e LAP
foi mostrado ser critico no enderecamento destas proteinas ao lisossomo através da
interacdo com os complexos adaptadores (Lingnau et al, 1999). Em contraste com
estas proteinas lisossomais, GLP-1 € abundante no Complexo de Golgi. Estes autores
sugerem que GLP-1 faca a conexdo entre a Rede Trans Golgi para os
endossomos/lisossomos (Lingnau et al, 1999).

Esta proteina foi identificada em uma proteomica feita nos reservossomos de
T. cruzi (Sant’/Anna et al., 2009). Provavelmente, a GLP-1, assim como a cruzipaina,
€ modificada no Complexo de Golgi e enviada aos reservossomos em vesiculas
revestidas por clatrina, para compor a membrana dos reservossomos. Seria
interessante ampliar os estudos sobre esta proteina e verificar sua localizagdo em

T.cruzi, uma vez que as LAMPs né&o sao identificadas neste parasita.

5.3. TRAFEGO DE VESICULAS E MATURA(;AO DE RESERVOSSOMOS

A presenca de um endossomo inicial em T.cruzi é controversa, havendo
opinides a favor (Porto-Carreiro et al., 2000) e contra (Soares, 1999). Surgem entéo
duas questdes: (1) onde é feita a classificacdo da carga que vai ser degradada e dos
receptores que vao ser reciclados de volta a membrana plasmatica (caso voltem), e
(2) qual a natureza dos reservossomos?

Ja se sabe gue proteinas endocitadas por formas epimastigotas de T.cruzi,
tanto pela bolsa flagelar quanto pelo citéstoma, acumulam-se nos reservossomos

(Soares e De Souza, 1991). Além disso, tanto a carga ingerida quanto cruzipaina
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(maior hidrolase lisossomal de formas epimastigotas) sdo encontradas no mesmo
reservossomo, 0 que demonstra que reservossomos também tem funcdo de
lisossomo (Soares et al., 1992; Sant’/Anna et al., 2008). Por apresentar um pH luminal
em torno de pH 6,0 (Soares et al., 1992), os reservossomos também foram
comparados aos endossomos tardios de células de mamiferos.

J& foi demonstrado que diversas organelas celulares tem dupla funcdo
(organelas hibridas), como no caso do Complexo de Golgi que em plantas também
funciona como endossomo inicial (Robinson e Pimpl, 2013). Assim, uma hipotese
levantada nesta tese € que o0 reservossomo pode ser uma organela com
caracteristicas de endosomo inicial, endossomo tardio e lisossomo, sendo, portanto,
de dificil comparagdo com organelas de outros organismos.

Esta hipotese é viavel, pois ja foi mostrado que reservossomos em uma célula
epimastigota n&do constituem uma populacdo uniforme, tendo sido sugerida a
clasificagdo em reservosomos tipo | (matriz com contetudo denso e vesiculas) e tipo Il
(com matriz vazia) (Soares et al., 1989). J& foi sugerido também que em diferentes
reservossomos possa acontecer a classificacao, reciclagem ou funcdes tipicas de
lisossomos, de acordo com a maturacdo e posi¢cdo da organela no corpo celular
(Cunha-e-Silva et al., 2006). Ja foi observado que dentro da mesma célula podem ser
encontrados reservossomos contendo cruzipaina e transferrina (proteina endocitada),
somente transferrina e somente cruzipaina (Batista et al., 2014; Figueiredo et al.,
2004; Soares et al., 1992).

Nossos resultados de imunoprecipitacdo de proteinas associadas a clatrina
juntamente com dados de literatura nos levam a apresentar uma hipétese sobre o
trafego de vesiculas em formas epimastigotas de T. cruzi, correlacionando as
proteinas encontradas com os distintos compartimentos endociticos. Esta hipotese
engloba uma Teoria da Maturacao dos Reservossomos (TMR), incluindo a reciclagem
de proteinas e membranas e é descrita abaixo:

Em epimastigotas de T. cruzi vesiculas endociticas brotam a partir de dois
locais: a bolsa flagelar e o complexo citostoma/citofaringe (Porto-Carreiro et al., 2000,
Soares e DeSouza 1989). A fusdo destas vesiculas endociticas daria origem a
reservossomos iniciais, os quais desempenhariam o papel de endossomos iniciais,
cuja funcao é receber o material que entra na célula e enviar proteinas para reciclagem
na membrana plasmatica através de endossomos de reciclagem (Saftig e

Klumperman, 2009).
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Uma segunda funcdo dos reservossomos iniciais poderia ser enviar proteinas
para reciclagem para a membrana da bolsa flagelar através do vacuolo contratil, que
funciona como um endossomo de reciclagem (Niyogi et al., 2014).

Localizada na membrana dos reservossomos ha uma H*-ATPase do tipo P que
promove a acidificacdo gradual do limen da organela (Vieira et al., 2005). Com um
abaixamento gradual de pH o reservossomo inicial amadureceria em um
reservossomo tardio (pH 6,0), quando comecaria a receber enzimas lisosomais
recém-sintetizadas do Complexo de Golgi (por exemplo, cruzipaina).

Uma questdo interessante ainda em aberto sobre a biologia celular de T. cruzié
como a enzima lisossomal cruzipaina € direcionada aos reservossomos. Em células
eucaribticas as enzimas lisossomais em geral sdo enviadas ao endossomos tardios
por meio de receptor de manose-6-fosfato (Vignon e Rochefort, 1992). Entretanto, a
cruzipaina deT. cruzi ndo possui manose-6-fosfato (Cazzulo et al., 1990). Portanto,
embora ndo saibamos como a cruzipaina é sequestrada para envio, é possivel que o
transporte seja mediado por vesiculas revestidas por clatrina/AP1.

Com a continua reducdo de pH nos reservossomos tardios as enzimas
lisossomais sdo ativadas, iniciando-se entdo a degradacao de proteinas no lumen dos
reservossomos, que atingem desta maneira um estagio de reservossomo que
corresponde a lisossomo.

ApoOs degradacao do conteudo do reservossomol/lissosomo, uma possibilidade
€ que esta organela seria degradada por autofagia, mantendo-se assim o numero de
reservossomos por célula. A favor desta hipotese, existem dados na literatura
demonstrando a existéncia de autofagia em T. cruzi (Alvarez et al., 2008; Fernandes
et al., 2011). Como consequéncia da degradacdo dos reservossomosseus
componentes seriam reaproveitados pela célula.

A medida em que reservossomos amadureceriamaté seu estagio final novos
reservossomos iniciais iriam surgindo, mantendo-se assim o numero de organelas por
célula e a viabilidade da forma epimastigota.

Alternativamente, no ciclo biolégico natural que ocorre no tubo digestério do
inseto vetor (barbeiro), e em condi¢Bes artificiais induzidas em laboratério, o stress
nutricional -aliado a reducdo do pH do reservossomo - também é um estimulo que
pode transformar reservossomos em lisossomosaptos a degradar proteinas. Durante
o processo de metaciclogénese (disparado pelo stress nutricional), o parasita
gradualmente deixa de endocitar e assim o contetido do reservossomo €consumido,

sem reposicao do seu conteudo. Em formas tripomastigotas apds a metaciclogénese
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resta apenas um reservosomo residual, o qual foi denominado de lysosome-related
organelle (Sant’Anna et al., 2008).

Como o T. cruzi divergiu ha muitos milhées de anos atras (Field et al, 2012), a
possibilidade do reservossomo ser uma organela distinta, que acumula funcdes de
endossomo inicial, endosomo tardio e lisossomo € bastante realista. Elucidar o
funcionamento desta organela é um dos maiores desafios para estudos futuros e é de
extrema importancia para 0 nosso conhecimento sobre a biogénese dos

reservossomos e o trafego intracelular de vesiculas em T. cruzi.
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Figura 5.1. Hip6tese sobre o trafego intracelular d e vesiculas em epimastigotas de T.
cruzi. Vesiculas de endocitose provenientes da bolsa flagelar e do citéstoma/citofaringe
fundem-se para formar um reservossomo inicial. Os receptores endocitados que chegam ao
reservossomo inicial retornam para a membrana da bolsa flagelar via vacuolo contratil, o qual
funciona como um endossomo de reciclagem. Com a acidificacdo gradual do limen do
reservossomo inicial pela acédo de uma ATPase vacuolar (com consequente reducéo do pH),
este amadurece a reservossomo tardio e assim comeca a receber enzimas lisossomais
provenientes do Complexo de Golgi. Com a continua redu¢do de pH nos reservossomos
tardios as enzimas lisossomais sao ativadas, iniciando-se entdo a degradacao de proteinas
no limen dos reservossomos, que atingem desta maneira um estagio de lisossomo, ou LRO
(lysosome related organelle) como denominado por Sant’Anna et al. (2008). Apos degradacao
do conteldo do reservossomo/lissosomo esta organela é degradada por autofagia, mantendo-
se assim o numero de reservossomos por célula. A medida em que reservossomos
amadurecem até seu estagio final novos reservossomaos iniciais surgem, mantendo-se assim

0 numero de organelas por célula e a viabilidade da forma epimastigota.
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6. CONCLUSOES
6.1 CAPITULO 1

A expressdo das cadeias leve e pesada de clatrina € demonstrada em
Trypanosoma cruzi usando anticorpos homoélogos.

Ambas as proteinas foram localizadas na regido da bolsa flagelar e do
Complexo de Golgi em diferentes formas evolutivas deste parasita
(epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas).

Nossos dados indicam que em T. cruzi a endocitose mediada por clatrina ocorre
na bolsa flagelar, enquanto que endocitose independente de clatrina ocorre no

complexo citéstoma/citofaringe

6.2 CAPITULO 2

Foi possivel demonstrar a associacdo de diversas proteinas a cadeia leve de
clatrina em T. cruzi, como epsina, AP180, Rab4, Rabl1l, vSNAREs, Scamps,
auxilina, Complexo adaptador 1 e Complexo Adaptador 4.

Foi possivel demonstrar a presenca de proteinas hipotéticas com potencial para
serem novos atores na montagem de vesiculas revestidas pro clatrina em
tripanosomatideos, como CAP80, CAP141, KADPH9 e Q4CUV09.

AP-1 e AP-4 ligam clatrina em T. cruzi. E possivel que o Complexo AP-2 esteja
atuando em uma endocitose independente de clatrina no citbstoma.

AP180 pode estar auxiliando a montagem de revestimento de clatrina na
endocitose na bolsa flagelar de T. cruzi.

Rabl1 atua no vacuolo contratil de T. cruzi, podendo auxiliar na reciclagem de
proteinas para a membrana plasmatica de um modo dependente de clatrina.
Propomos que o reservossomo seria uma organela distinta, que acumularia
funcdes de endossomo inicial, endosomo tardio e lisossomo, passando por

cada uma dessas fases por maturacao.
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ANEXO

CARACTERIZACAO DE ACTINA EM TRYPANOSSOMATIDEOS

Durante o periodo desta tese, foram obtidos dados referentes a Actina em

tripanossomatideos e publicados nas Memorias do Instituto Oswaldo Cruz.

Titulo: Actin expression in trypanosomatids (Euglenozoa: Kinetoplastea)

Autores: Ligia Cristina Kalb Souza, Rosana Elisa Gongalves Gongalves Pinho, Carla
Vanessa de Paula Lima, Sténio Perdigdo Fragoso e Maurilio José Soares

Revista: Mem Inst Oswaldo Cruz, 108: 631-636, 2013.

RESUMO

A presenca de actina em tripanossomatideos heteroxenicos e monoxenicos foi
observada utilizando um anticorpo policlonal produzido contra toda a sequéncia do
produto do gene da actina de Trypanosoma cruzi, que codifica uma proteina de 41,9
kDa. A analise por western blot mostrou que este anticorpo reage com um polipeptideo
de aproximadamente 42 kDa nos lisados totais de células de parasitas que tem como
alvo mamiferos (T. cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania major), insetos
(Angomonas deanei, Crithidia fasciculata, Herpetomonas samuelpessoali,
Strigomonas culicis) e plantas (Phytomonas serpens). Um anico polipeptideo de
aproximadamente 42 kDa foi detectado nos lisados totais de formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi em niveis de expressao semelhantes.
Microscopia confocal mostrou que a actina foi expressa por todo o citoplasma de todos
os tripanossomatideos testados. Estes dados demonstram quea expressao de actina

€ generalizada em tripanossomatideos.

Palavras-chave: actina - microscopia confocal - tripanosomatideos - Trypanosoma

cruzi.
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Actin expression in trypanosomatids (Euglenozoa: Kinetoplastea)

Ligia Cristina Kalb Souza, Rosana Elisa Goncalves Gongalves Pinho,
Carla Vanessa de Paula Lima, Sténio Perdigao Fragoso, Maurilio José Soares/*

Instituto Carlos Chagas-Fiocruz, Curitiba, PR, Brasil

Heteroxenic and monoxenic trypanosomatids were screened for the presence of actin using a mouse polyclonal
antibody produced against the entire sequence of the Trypanosoma cruzi actin gene, encoding a 41.9 kDa protein.
Western blot analysis showed that this antibody reacted with a polypeptide of approximately 42 kDa in the whole-cell
lysates of parasites targeting mammals ('T. cruzi, Trypanosoma brucei and Leishmania major), insects (Angomo-
nas deanei, Crithidia fasciculata, Herpetomonas samuelpessoai and Strigomonas culicis) and plants (Phytomonas
serpens). 4 single polypeptide of approximately 42 kDa was detected in the whole-cell lysates of T. cruzi cultured
epimastigotes, metacyclic trypomastigotes and amastigotes at similar protein expression levels. Confocal micros-
copy showed that actin was expressed throughout the cytoplasm of all the tested trypanosomatids. These data dem-
onstrate that actin expression is widespread in trypanosomatids.

Key words: actin - confocal microscopy - trypanosomatids - Trypanosoma cruzi

Actin is a conserved filamentous protein that plays a
major role in diverse eukaryotic cell processes, including
cytokinesis and motility. These processes depend on the
interactions of actin monomers and filaments with numer-
ous other proteins and are driven by a dynamic remodel-
ling of the actin cytoskeleton, including the assembly of
G-actin (@ monomeric form) into F-actin (a filamentous
form) and the reverse disassembly (Pollard & Cooper
2009, Lee & Dominguez 2010). Furthermore, there is
increasing evidence, from studies involving a number of
cell types, demonstrating the importance of actin during
endocytosis (Robertson et al. 2009, Galleta et al. 2010).

Although actin is abundant and well characterised
in higher eukaryotic cells, until recently, very little in-
formation existed on its expression and distribution in
protozoa of the Trypanosomatidae family (Kohl & Gull
1998). Actin filaments have been only poorly visualised
in trypanosomatids through transmission electron mi-
croscopy (Sahasrabuddhe et al. 2004). However, their
presence has been demonstrated by immunofluores-
cence in the cytoplasm of the pathogenic species 7ry-
panosoma brucei (Garcia-Salcedo et al. 2004), Trypano-
soma cruzi (de Souza et al. 1983, Mortara 1989, Melo
et al. 2008, Cevallos et al. 2010) and Leishmania major
(Sahasrabuddhe et al. 2004). Interestingly, the immuno-
genic and filament-forming properties of Leishmania
actin differ significantly from those of actin in other eu-
karyotes, particularly plasmodia, yeast and mammalian
actins (Sahasrabuddhe et al. 2004).
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The first studies describing the sub-cellular localisa-
tion of actin in trypanosomatids were performed using
heterologous antibodies against actin from other organ-
isms. Antibodies raised against rabbit actin detected a 43
kDa protein in T. cruzi and Leishmania mexicana (Mor-
tara 1989) and antibodies raised against Entamoeba his-
tolytica actin showed a positive reaction in the flagellum
of T. cruzi (de Souza et al. 1983). More recently, the sub-
cellular localisation of 7. cruzi actin was evaluated us-
ing a homologous antibody and an immunofluorescence
analysis of the different developmental forms of this
parasite (epimastigotes, bloodstream trypomastigotes
and amastigotes). This assay revealed many rounded and
punctuated structures, resembling patches, distributed
throughout the cytoplasm, which had no association
with subpellicular microtubules or with the nuclear or
kinetoplast DNA (Melo et al. 2008). Actin-like filaments
were also demonstrated in L. major using a homologous
antibody and actin was present in the promastigote form
as granules, as short filaments or bundles and as patches
(Sahasrabuddhe et al. 2004).

Here, we have screened pathogenic and non-patho-
genic species of trypanosomatids for the presence of
actin by western blotting using a homologous antibody
coded with the entire sequence of the 7. cruzi actin gene
(TcActin). Furthermore, we have analysed the expres-
sion of this protein in different developmental forms of 7.
cruzi (cultured epimastigotes, in vitro-derived trypomas-
tigotes and cell culture-derived amastigotes) and studied
its subcellular localisation by confocal microscopy.

MATERIALS AND METHODS

Reagents - Bovine serum albumin (BSA) was pur-
chased from Sigma (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,
USA). Alexa Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouse
immunoglobulin G (IgG) was purchased from Molecu-
lar Probes (Carlsbad, CA, USA). Horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated rabbit anti-mouse IgG was purchased
from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).
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Molecular weight markers (Benchmark Protein Ladder,
10-220 kDa) and the fluorescent dye Hoechst 33342 tri-
hydrochloride were purchased from Invitrogen (Eugene,
OR, USA). A polyclonal mouse antibody against 7_ cruzi
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
was kindly provided by F Morini [Carlos Chagas In-
stitute, Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), state of
Parana, Brazil].

Parasites - T. cruzi clone Dm28c (Contreras et al.
1988) epimastigote forms were grown at 28°C in liver
infusion tryptose (LIT) medium (Camargo 1964) sup-
plemented with 10% foetal bovine serum (FBS), with
weekly passages. Epimastigotes were differentiated in
vitro into metacyclic trypomastigotes in triatomine ar-
tificial urine (TAU)3AAG medium (190 mM NaCl, 17
mM KCI, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl, and 8 mM phos-
phate buffered saline (PBS) at pH 6.0 supplemented with
10 mM L-proline, 50 mM L-sodium glutamate, 2 mM
L-sodium aspartate and 10 mM D-glucose) (Contreras
et al. 1985). Briefly, five-day-old cultured epimastigotes
were harvested by centrifugation for 10 min at 8,500 g.
The parasites were then incubated at a density of 5 x
108 cells/mL for 2 h at 28°C in TAU medium. Cells (at a
1:100 dilution) were further incubated for 96 h at 28°C
in culture flasks that contained no more than 1 cm deep
of TAU3AAG medium. The number of living epimas-
tigotes and metacyclic trypomastigotes was then deter-
mined by cell counting via a Neubauer chamber after 24
h, 48 h and 72 h. The metacyclic trypomastigotes were
purified from the 72 h-old cultures by DEAE-51 cellu-
lose chromatography (Contreras et al. 1985).

To obtain amastigote forms, metacyclic trypomastig-
otes derived in vitro were used to infect Vero cells (ATCC
CRL-1586), which were then cultivated in Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium (Sigma) supplemented with
5% FBS and incubated in a humidified atmosphere with
5% CO, at 37°C. After 10 days of infection, the amas-
tigotes released into the supernatant were harvested by
centrifugation at 1,000 g for 5 min.

L. major promastigotes were grown at 28°C in Sch-
neider’s medium (Sigma) supplemented with 10% FBS
and 10 mg/L haemin. Procyclic trypomastigote forms
of T. brucei were cultivated at 28°C in SDM79 medium
(Invitrogen) supplemented with 10% FBS and 10 mg/L
haemin (Brun & Schonenberger 1979). Strigomonas
culicis (formerly Blastocrithidia culicis) (Teixeira et al.
2011), Angomonas deanei (formerly Crithidia deanei)
(Teixeira et al. 2011) with its bacterial endosymbiont,
Crithidia fasciculata and Herpetomonas samuelpessoai
were grown at 28°C in LIT medium supplemented with
10% FBS with daily passages. Phytomonas serpens was
grown at 28°C in GYPMY medium (Itow-Jankevicius et
al. 1993) with passages every three days.

Cloning and expression of TcActin - The complete
coding sequence of TcActin (Dm28c clone) was amplified
using synthetic primers that were based on the 7. cruzi
CL Brener sequence (accession Tc00.1047053510571.30)
available from the 7. cruzi genome database (genedb.
org). The putative open reading frame of 1,131 bp, en-
coding a protein of 41.9 kDa, was amplified by poly-

merase chain reaction (PCR) using forward primer 5
"CGGAATTCATGTCTGACGAAGAACAGTCCGC-
TATT3’, reverse primer SATTCGTCGACTCATTGT
TGTGCACAATGCTTGGGCCTGCCTCGTC3*  and
the genomic DNA as a template. The PCR products,
flanked by EcoRI and Sall sites, were inserted into a
vector (pGEX-4T , Invitrogen) containing glutathione-
S-transferase (GST). Positive clones were purified with
a QIAprep Spin Miniprep kit (QTAGEN, Valencia, CA,
USA) and sequencing was performed at Macrogen Inc
(Seoul, Korea). The correct sequence was confirmed by
the BLAST algorithm. The amplified fragments insert-
ed into the pGEX-4T, vector (Invitrogen) were used to
transform Escherichia coli strain Top 10. Production of
the recombinant protein was induced by adding 0.3 mM
isopropyl-B-D-1-thiogalactopyranoside. Inclusion bod-
ies containing the recombinant protein were isolated and
the recombinant protein was purified by electro-elution.

Polyclonal antiserum - A polyclonal antiserum
against the expressed recombinant TcActin was pro-
duced in albino Swiss mice. Approximately 50 pg of
purified, GST-tagged TcActin was mixed 1:1 with com-
plete Freund’s adjuvant and inoculated intraperitoneally
in mice. After 15 days, the animals received three con-
secutive boosts at two-week intervals, each containing
an additional 20 pg of the antigen and 77 pL of Alu-Gel
(Serva, Heidelberg, Germany) as adjuvant. The antise-
rum was harvested five days after the last booster injec-
tion. This study was carried out in strict accordance with
the recommendations in the guide for animal use of the
Fiocruz and the protocol was approved by the Commit-
tee on Animal Experimentation (P-0434/07).

Western blot analysis - For immunoblotting analysis,
all of the parasites’ total protein extracts were prepared
by resuspending the PBS-washed parasites (10° cells/
puL) in sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) sample buffer to lyse the
cells (107 cells/lane). The proteins were fractionated in
13% polyacrylamide gels by SDS-PAGE and transferred
onto nitrocellulose membranes (Hybond C, Amersham
Biosciences, England), according to standard protocols
(Sambrook et al. 1989). Following the transfer of the
proteins to nitrocellulose, the membranes were blocked
with 5% non-fat milk and 0.05% Tween-20 in PBS. The
membranes were then incubated for 2 h with a blocking
buffer containing the polyclonal antiserum raised against
recombinant protein TcActin (1:200 dilution). After three
washings with 0.05% Tween-20 in PBS, the nitrocellu-
lose was incubated for 1 h with HRP-conjugated rabbit
anti-mouse 1gG (1:10,000 dilution). The membrane was
again washed three times with 0.05% Tween-20 in PBS
and the reactive bands were visualised using the BCIP-
NBT solution, as described by the manufacturer.

Furthermore, 15 pg of the total proteins obtained
from the T cruzi cultured epimastigotes, metacyclic
trypomastigotes and cell culture-derived amastigotes,
as well as those from the Vero cells, were resolved on
SDS-PAGE (13%)) gels. Following the transfer of the pro-
teins to nitrocellulose, the membrane was incubated for
2 h with a blocking buffer containing both the polyclonal
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antiserum raised against recombinant protein TcActin
(1:200 dilution) and a polyclonal antiserum against 7.
cruzi GAPDH. After three washings with 0.05% Tween-
20 in PBS, the membranes were incubated as described
above. The relative amount of actin and GAPDH (1:250
dilution) expressed by each developmental stage was
estimated using ImagelJ software (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA).

Immunofluorescence assays - All of the parasites
(including T cruzi epimastigotes, amastigotes and meta-
cyclic trypomastigotes) were washed and resuspended at
a density of 107 cells/mL in PBS. The cells were fixed
with 4% paraformaldehyde for 15 min at room tempera-
ture (RT), washed twice in PBS and then adhered to 0.1%
poly-L-lysine-coated coverslips, which were themselves
incubated for 20 min at RT. The cells were made perme-
able by 2 min of incubation with 0.1% Triton X-100 in
PBS; next, they were washed with PBS, blocked by incu-
bation overnight with 1% BSA in PBS and incubated for
1 h with the polyclonal antiserum against TcActin (1:150
dilution). After another washing, the samples were incu-
bated with Alexa Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouse
IgG at a 1:800 dilution. The nuclear and kinetoplast DNA
were stained by incubation with Hoechst 33342. After ex-
tensive washing, the coverslips were mounted onto glass
microscope slides using N-propyl-gallate for anti-fading.
The samples were examined using a Leica SP5 confocal
laser microscope (Leica Microsystems, Mannheim, Ger-
many) and the images were processed for better contrast
using Adobe Photoshop CS3 software.

RESULTS

A polypeptide of approximately 41.9 kDa, encoded
by the entire sequence of the TcActin, was used to obtain
a polyclonal TcActin antibody prepared in mice. When
used in western blotting to probe for the presence of ac-
tin in trypanosomatids, this antibody reacted with a pep-
tide of approximately 42 kDa in the whole-cell lysates of
multiple species (Fig. 1A), including parasites targeting
mammals (7. cruzi epimastigotes, 7. brucei procyclic
forms and L. major promastigotes), insects (4. deanei,
C. fasciculata and S. culicis) and plants (P. serpens). In-
terestingly, two close weak bands near that weight were
recognised in the P. serpens blot.

The expression of actin was also analysed by western
blotting in different life stages of 7. cruzi, as well as in
Vero cells, using the TcActin antibody (Fig. 1B). This
procedure identified a single peptide of approximately
42 kDa (Fig. 1B, upper bands) in the whole-cell lysates
of all tested 7. cruzi stages (culture epimastigotes, meta-
cyclic trypomastigotes and cell-derived amastigotes). A
similar actin expression level was observed in all of the
developmental forms, as confirmed by band densitom-
etry analysis conducted using ImageJ software (Fig. 1C).
The GAPDH banding pattern (Fig. 1B, lower bands) was
used as a loading control.

Confocal microscopy and the TcActin antibody
were used to visualise the cellular distribution of actin
in different trypanosomatids, both monoxenic (4. dea-
nei with its bacterial endosymbiont, C. fasciculata, H.
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samuelpessoai and S. culicis) and heteroxenic (P. ser-
pens). In the tested parasites, this antibody recognised
the protein in all of the cells in the population (data not
shown). The positive reaction was homogeneously dis-
persed throughout the cytoplasm of all the cells (Fig. 2).
No reaction was observed in the flagellum. In A. deanei,
the labelling was more intense at the bacterial endosym-
bionts, which are located at the posterior cell region.

In T cruzi, punctate labelling for TcActin was found
throughout the cytoplasm of epimastigotes, metacyclic
trypomastigotes and amastigotes. No reaction was ob-
served in microtubule-containing structures such as
the flagellum and the plasma membrane (Fig. 3). In the
trypomastigotes, the positive granules were arranged in
linear arrays (Fig. 3H). In the epimastigotes and amas-
tigotes, positive reactions were occasionally found in
elongated structures that may represent the cytostome/
cytopharynx (Fig. 3B).

DISCUSSION

In the present study, a mouse TcActin polyclonal anti-
body was cross-reacted with different trypanosomatids,
including some monoxenic species found in insects (4.
deanei, C. fasciculata, H. samuelpessoai and S. culicis)
as well as a plant species (P. serpens). Both the presence
of actin genes and the expression of the encoded protein
have previously been demonstrated in some pathogenic
heteroxenic trypanosomatids, such as 7. brucei (Garcia-
Salcedo et al. 2004), 7. evansi (Li et al. 2009), T. cruzi
(de Souza et al. 1983, Mortara 1989, Melo et al. 2008), T.
rangeli (Toaldo et al. 2001) and L. major (Sahasrabuddhe
et al. 2004). The cross-reaction of our TcActin polyclo-
nal antibody with 7. brucei procyclic forms and L. major
promastigotes, both of which are parasites known to ex-
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Fig. 1: western blot using the Trypanosoma cruzi actin gene (TcActin)
antibody. A: different trypanosomatids were probed with detection of
a single band of about 42 kDa, except for Phytomonas serpens (Lane
7) where two close faint bands could be observed. Lanes 1-8 contained
107 cells (1: T0 cruzi; 2: Trypanosoma brucei; 3: Leishmania major; 4:
Strigomonas culicis; 5: Crithidia fasciculata; 6: Angomonas deanei
with symbiont; 7: Phytomonas serpens; 8: Herpetomonas samuelpes-
soai); B: different T cruzi stages probed against the anti-TcActin anti-
body (upper bands) and an anti-glyceraldehyde 3-phosphate dehydro-
genase antibody (lower bands) [1: culture epimastigote (CE) in liver
infusion tryptose (LIT) medium; 2: metacyclic trypomastigote (MT);
3: amastigote (AM); 4: Vero cells (actin control); 1-4 contained 15
ng protein/lane]; C: actin expression level as evaluated by integrated
density of protein bands (using GAPDH band as normaliser) analysed
by the ImagelJ software (n = 3). To evaluate the actin expression in
AM, the Vero cell band signal was subtracted from the AM band sig-
nal; MW: molecular weight markers.
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press actin (Garcia-Salcedo et al. 2004, Sahasrabuddhe
et al. 2004), validated our polyclonal antiserum. Taken
together, these data indicate that actin is present and
conserved throughout the Trypanosomatidae family.

In a previous work, an antiserum raised against the
entire actin from 7. cruzi recognised a single band in
one-dimensional electrophoresis. However, five actin
isoforms were identified by this antiserum in two-dimen-
sional electrophoresis (Cevallos et al. 2010). Therefore, it
seems plausible that our polyclonal antibody (produced
against the entire actin sequence) also recognised mul-
tiple actin isoforms within a single band generated by
one-dimensional electrophoresis. The presence of two
reacting bands in the P. serpens lysate suggests that this
parasite possesses actin isoforms of different sizes.

In a previous study, an anti-Leishmania actin an-
tibody was cross-reacted with cell lysates of various
Leishmania species as well as of 7. cruzi. However, that
antibody failed to recognise the actin bands in the whole-
cell lysates of Plasmodium falciparum, Saccharomyces
cerevisiae, BHK21 cells and human erythrocytes, in-

Fig. 2: actin localisation in different trypanosomatids by confocal
microscopy by using the Trypanosoma cruzi actin gene (TcActin) an-
tibody (actin detection with TcActin mouse polyclonal antibody plus
Alexa Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouse immunoglobulin G;
note the staining throughout the cell body). A-D: Strigomonas culicis;
DIC: differential interference contrast images of the parasite body;
E-H: Crithidia fasciculata; 1-L: Angomonas deanei with symbiont;
Merge: merged Hoechst and actin images; M-P: Phytomonas ser-
pens; N/Kn: staining of nuclear (N) and kinetoplast (Kn) DNA with
Hoechst 33342; Q-T: Herpetomonas samuelpessoai. Arrowheads in [
indicate staining of the bacterial endosymbiont. Bar =5 pm.

dicating that the actin of trypanosomatids is divergent
from that of other eukaryotic cells (Sahasrabuddhe et al.
2004). Accordingly, a rabbit anti-human a-actin polyclo-
nal antibody readily recognised the actin band in whole-
cell lysates of P. falciparum, S. cerevisiae, BHK21 cells
and human erythrocytes, but did not cross-react with
Leishmania or Trypanosoma actin (Sahasrabuddhe et
al. 2004). A polyclonal antibody against a conserved C-
terminal peptide of rabbit actin only poorly recognised
T. cruzi actin. However, an antibody against 7. cruzi ac-
tin was not species-specific, as proteins of a similar size
were also detected in lysates from L. mexicana procy-
clics, Toxoplasma gondii sporozoites and Trichomonas
vaginalis trophozoites (Cevallos et al. 2010).

The homology levels of 7. cruzi actin compared
with the eukaryotic actins of L. major, T. brucei, P. fal-
ciparum, Dictyostelium discoideum and Homo sapiens
are 95%, 99%, 71%, 69% and 86%, respectively (Melo
et al. 2008). Thus, the properties of trypanosomatid ac-
tin differ from those of the yeast, Plasmodium and hu-
man actins. The major differences were confined to the
amino acids located on the surfaces of the yeast and
mammalian actins, including amino acid residues 42-46,
which constitute the major self-association sites for actin
filament formation (Sahasrabuddhe et al. 2004). F-actin
has not yet been clearly identified in trypanosomatids,
which might be due to filament instability, deficient as-
sembly or accentuated severing, events that are not yet
understood (Melo et al. 2008).

N/Kn

Fig. 3: actin localisation in Trypanosoma cruzi by using the T. cruzi
actin gene (TcActin) antibody (actin detection with TcActin mouse
polyclonal antibody plus Alexa Fluor 488-conjugated rabbit anti-
mouse immunoglobulin G). A-C: epimastigote form (note the positive
labelling at an elongated structure that may represent the cytophar-
ynx); D-F: amastigote form; G-I: trypomastigote form; N/Kn: stain-
ing of nuclear (N) and kinetoplast (Kn) DNA with Hoechst 33342;
Merge: merged Hoechst and actin images. Bar =5 pm.
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With confocal microscopy, we found positive reac-
tions for actin dispersed throughout the cytoplasm of all
the tested trypanosomatids. This cytoplasmic pattern
has also been observed in Leishmania sp. (Sahasrabud-
dhe et al. 2004), T. cruzi (de Souza et al. 1983, Mortara
1989, Melo et al. 2008, Cevallos et al. 2010) and 7. brucei
(Garcia-Salcedo et al. 2004). A previous study described
the subcellular localisation of actin in 7. cruzi by using
an antibody produced against an actin fragment con-
taining the conserved N-terminal region (SKKLFVG-
DEAQAKR), which is present in all three 7. cruzi ac-
tin alleles available from GenBank (Melo et al. 2008).
This experiment resulted in actin labelling throughout
the parasite cell body. In the present work, we have
confirmed the cellular localisation of actin in 7. cruzi
epimastigotes, trypomastigotes and amastigotes by us-
ing an antibody produced against the entire actin coding
region. Furthermore, our data indicate that actin is ex-
pressed at similar levels in these developmental stages.
It has previously been shown that actin is equally ex-
pressed in different evolutive forms of 7 brucei (Garcia-
Salcedo et al. 2004). Thus, actin can act as an optional
normaliser for protein expression studies investigating
the 7. cruzi differentiation process.

This is the first study to describe actin localisation in
T. cruzi metacyclic trypomastigotes, as previous works
have analysed actin distribution only in cell-derived
trypomastigotes (Cevallos et al. 2010) or bloodstream
trypomastigotes (Melo et al. 2008). Although similar
in their distribution of cellular organelles, these forms
constitute different stages of the parasite. Thus, the lin-
ear array of actin granules observed in metacyclic try-
pomastigotes is interesting and may represent a distinct
actin arrangement.

An increased signal was detected near the bacterial
endosymbionts located at the posterior cell end of A. dea-
nei, suggesting that some type of actin-based cytoskel-
eton might be related to the symbionts’ positioning in
this region. It has been previously speculated that such an
actin-based cytoskeleton might also be related to anchor-
ing RNA granule components in 7. cruzi, as granules that
remain motionless were associated with actin filaments,
whereas those that moved in the cytoplasm remained as-
sociated with microtubules (Holetz et al. 2010).

Some studies of trypanosomes showed that actin
participates in endocytosis and intracellular transport in
these organisms (Garcia-Salcedo et al. 2004). Thus, a re-
pression of actin expression by iRNA in the bloodstream
forms of the African trypanosome 7. brucei resulted in
the cessation of growth, loss of the endocytic activity and
termination of vesicular traffic from the flagellar pock-
et membrane (Garcia-Salcedo et al. 2004). Whereas in
procyclic forms, actin was uniformly distributed in the
cytoplasm, in bloodstream forms, actin was primarily lo-
cated at the posterior end of the cell, clearly concentrated
between the nucleus and the kinetoplast, a site of highly
active endocytic activity (Garcia-Salcedo et al. 2004). A
proteomic analysis of the American trypanosome 7. cru-
zi indicated the presence of actin in the reservosome, an
end organelle of the endocytic pathway (Sant’Anna et al.
2009). Accordingly, thus far, the only demonstrated func-

tional role of actin in 7. cruzi has been related to endo-
cytosis (Bogitsh et al. 1995, Garcia-Salcedo et al. 2004).
These data reinforce evidence from other eukaryotic
cells indicating the importance of an actin cytoskeleton
during endocytosis (Robertson et al. 2009, Galleta et al.
2010). The possible localisation of actin at the cytostome/
cytopharynx of 7. cruzi epimastigotes would imply the
presence of a contractile cytoskeleton at this region. Fur-
ther experiments are needed to confirm this hypothesis.
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