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Resumo

MOREIRA, B. P. Caracterizacao celular e molecular das proteinas gigantes do
citoesqueleto de Trypanosoma brucei. 2016. 178 p. Tese (Doutorado) - Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2016.

O Trypanosoma brucei é o agente etiolégico da Tripanossomiase Africana
Humana. Este protozoario é um parasita extracelular que possui um unico flagelo e
um citoesqueleto de alta estabilidade, responsavel por varios processos celulares
como motilidade, morfologia, infectividade e divisdo celular. Em todos os géneros da
familia Trypanosomatidae foram descritas proteinas de alto peso molecular (500-3500
kDa) as quais, além do papel estrutural, podem estar envolvidas na organizacao e
regulacdo do citoesqueleto e seus constituintes. Este projeto teve como objetivo
caracterizar no ambito celular, bioquimico e molecular as proteinas gigantes de T.
brucei e determinar os seus papéis funcionais na biologia do parasito. A partir do
isolamento do citoesqueleto de T. brucei e analise por SDS-PAGE, produzimos
anticorpos contra as proteinas gigantes que serviu como ferramenta para realizagéo
de Western Blotting (WB) e imunofluorescéncia no estudo das propriedades
moleculares destas proteinas. O sequenciamento por espectrometria de massas foi
utilizado para determinagdo da sequéncia primaria parcial destas proteinas e
identificacdo dos genes em no banco de dados TriTrypDB. Aqui, mostramos que as
proteinas de alta massa molecular se localizam em estruturas essenciais para a
regulacdo do citoesqueleto como na zona de adeséao flagelar (FAZ), bem como no
complexo tripartido responsavel pela adesdo do flagelo ao cinetoplasto. A
espectrometria de massas revelou 19 novas proteinas de alta massa molecular ainda
nao estudadas em T. brucei dentre as quais 2 foram caracterizadas funcionalmente:
FAZ10 e Th927.8.3540. Para investigar os seus papeis biolégicos utilizamos o modelo
de silenciamento génico por RNA de interferéncia. O silenciamento da proteina FAZ10
levou ao destacamento do flagelo, ao reposicionamento incorreto dos nucleos e
cinetoplastos, e mais importante ao erro na definicao do local de ingressao do sulco
de clivagem durante a citocinese, em formas prociclicas e sanguicolas de T. brucei.
Por sua vez, a proteina Tb927.8.3540 ¢é responsavel pela estabilizacdo do
citoesqueleto de microtubulos e formacdo do FAZ e flagelo. Quando ausente nas
células, estas adquirem um formato esférico com a presenga de um flagelo
internalizado. Em ambos os casos, as células induzidas apresentam inibicado da
proliferacdo celular e o acumulo de células multinucleadas na cultura. O estudo
funcional das proteinas gigantes revelou que elas possuem um papel central na
morfogénese do T. brucei, agindo diretamente na organizagdo e formagado de
estruturas do citoesqueleto, na manutencao da adesao flagelar, € no direcionamento
da citocinese.

Palavras chave: Trypanosoma brucei. Proteinas gigantes. Citoesqueleto.



Abstract

MOREIRA, B. P. Cellular and molecular characterization of Trypanosoma brucei
cytoskeletal giant proteins. 2016. 178 p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto, Universidade de S&ao Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Trypanosoma brucei, the causative agent of sleeping sickness or Human
African Trypanosomiasis (HAT), has been used as experimental model for cellular,
biochemical and molecular studies. This is an extracellular protozoan parasite that has
a single flagellum and a highly stable cytoskeleton, responsible for many cellular
processes such as motility, morphology, infectivity and cell division. In
Trypanosomatidae family, a novel class of High Molecular Weight Proteins (HMWPs;
500-3500 kDa) has been described, which besides their structural role, may play a role
in cytoskeleton organization and regulation. Trypanosomatids cytoskeletons contain
abundant HMWPs, but many of their biological functions are still unclear. Here, we
aimed to describe the cellular and molecular properties of these proteins, and to
determine their functional roles in the parasite biology. SDS-PAGE was used to
analyze T. brucei cytoskeletons. Also, the HMWP bands were injected in mouse in
order to produce polyclonal antibodies, which were used as a molecular tool in Western
Blotting (WB) and immunofluorescence analysis. Here we show that the high molecular
weight proteins are located on essential structures for the regulation of the
cytoskeleton such as the flagellar adhesion zone (FAZ) and the tripartite complex,
which connects the flagellum to the kinetoplast. Detergent-extracted cytoskeletons
were also analyzed by gradient SDS-PAGE and the HMWP bands were sent to mass
spectrometry analysis. We able to identify 19 new high molecular weight proteins most
of which are uncharacterized so far in T. brucei. Here, we report the characterization
of two giant proteins: FAZ10 and Tb927.8.3540. To investigate their biological roles
we used a model of gene silencing by RNA interference (RNAi). Our data showed that
FAZ10 is an essential giant cytoskeletal protein in both procyclic and bloodstream
parasite life cycle stages, since its depletion led to defects in cell morphogenesis,
flagellum attachment and kinetoplast and nucleus positioning. More importantly,
ablation of FAZ10 impaired the timing and placement of the cleavage furrow during
cytokinesis, resulting in premature or asymmetrical cell division. In turn, the
Tb927.8.3540 protein is responsible for the stabilization and regulation of the
microtubule cytoskeleton as well as the flagellum and FAZ. In its absence, cells acquire
a spherical shape together with an internalized flagellum. In both cases, the resulting
phenotype results in inhibition of cell proliferation and accumulation of multinucleated
cells in culture. The functional study of the giant proteins revealed that they have a
central role in morphogenesis of T. brucei, acting directly on the organization and
regulation of cytoskeletal structures, such as the flagellum and the FAZ.

Keywords: Trypanosoma brucei. Giant proteins. Cytoskeleton.
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Figura 39: Imunofluorescéncia de células silenciadas para a proteina FAZ10. As células foram
fixadas e coradas com DAPI para visualizagdo do nucleo e cinetoplasto. Todas as imagens
representam células aberrantes observadas a partir de 24 horas apés a indugdo do
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Figura 40: Avaliagao do silenciamento de FAZ10 em T. brucei PCF. [A] Contagem diaria da
densidade celular de células induzidas (+dox) ou nédo (-dox) para o silenciamento da FAZ10.



[B] Contagem da proporgédo de células contendo diferentes quantidades de nucleo (N) e
cinetoplasto (K) antes e apds a indugao do RNAi da FAZ10..........ccccceeeiiiiiiiiiiiiieee e, 95

Figura 41: Avaliacédo da adesao flagelar em células PCF de T. brucei silenciadas para FAZ10.
[A] Proporcao de células com defeitos na adeséao flagelar apés a inducao do RNA.. [B] Tipos
de destacamento flagelar durante as primeiras 48 horas de indugédo do silenciamento da
FAZ10. [C] Imagem de célula 2N2K prestes a se dividir. DAPI foi usado para marcar nucleos
e cinetoplastos. Barra = 5 ym. [D] Propor¢ao de células 2N2K prestes a gerar zoids, contendo
ou nao defeito na adesao flagelar. ... 96

Figura 42: Imunofluorescéncia do citoesqueleto de T. bruceiPCF. Células da linhagem FAZ10
RNAI induzidas (+ dox) ou controle (- dox) foram marcadas com anti-FAZ1 [A] ou anti-PFR [B]
para visualizagdo da zona de adesao flagelar e do bastao paraflagelar, respectivamente. DAPI
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Figura 43: Silenciamento de FAZ10 afeta a organizagdo da estrutura flagellar. [A] MET de
secoes transversais ultrafinas de células de T. brucei controle, ndo induzidas ou induzidas
para o silenciamento da FAZ10. O colchete marca a distancia entre o filamento do FAZ e o
dominio distal do PFR. Barra = 100 nm. [B] Gréfico da distancia (nm) entre o filamento do FAZ
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Figura 44: Desenho esquematico de T. brucei PCF durante a progressao do ciclo celular com
énfase para a duplicagéo e posicionamento dos nucleos (N) e cinetoplastos (K). Elaborado
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Figura 45: Posicionamento dos nucleos e cinetoplastos em células PCF silenciadas para a
FAZ10. [A] Grafico de coordenadas da posi¢cao dos cinetoplastos (K posterior e K anterior) e
do N anterior (circulo cinza claro) em relacdo ao N posterior em células 2N2K controle (-dox)
ou induzidas (+dox). Os posicionamentos dos N e K foram medidos como descrito nos
Materiais e Métodos. [B] Proporcdo dos diferentes fendtipos de N e K em células 2N2K
induzidas (+dox) ou ndo (-dox) com doxiciclina, visualizadas por DAPI. n > 90 por experimento.
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Figura 46: FAZ10 é necessaria para o correto inser¢do do sulco de clivagem em T. brucei
PCF. [A] Proporgéo de células 2N2K (-dox ou + dox) durante a citocinese com sulco de
clivagem correto ou incorreto. n > 70 células/experimento. [B] Imagem de célula induzida
marcada com DAPI| mostrando o posicionamento aberrante do sulco de clivagem. Barra = 5
pm. [C] Proporgéao de células 2N2K com defeito na adesao flagellar correlacionado com a
presenca ou auséncia do sulco de clivagem incorreto em células com ou sem indugéo do
RNAI. n > 50 células/experimento. [D] Imagem de célula 2N2K induzida marcada com DAPI
(azul) mostrando o posicionamento aberrante do sulco de clivagem com o flagelo aderido ao
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Figura 47: [A] Microscopia confocal do citoesqueleto de células 2N2K marcadas com anti-3-
TUB e DAPI com evidéncia para o posicionamento incorreto do sulco de clivagem em células
induzidas com doxiciclina. Inset/seta branca mostra o detalhe do sulco de clivagem cortando
o N anterior. Barra =5 ym. [B-C] Imagens de MEV de células induzidas ou ndo com doxiciclina.
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1. Introducao

1.1. Tripanossomiase - doenca e epidemiologia

A Doenga do Sono ou Tripanossomiase Humana Africana (THA) € uma doencga
parasitaria infecciosa causada pelo protozoario extracelular Trypanosoma brucei. A
transmissao ocorre por meio da picada do inseto vetor, mosca Tsé-tsé (Glossina sp.).
A doenca ocorre predominantemente na Africa subsaariana e pode se apresentar de
duas formas em humanos; podendo ser causada por duas subespécies do parasita:
T. b. rhodesiense e T. b. gambiense. Cada forma possui uma distribuicdo geografica,
numero de casos, meios de transmissao, evolugdo clinica e forma de tratamento
diferentes (KENNEDY, 2013; LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013). A forma
predominante da doencga é causada pelo T. b. gambiense, presente nas porgdes oeste
e central do continente africano, (Fig. 1A) e é responsavel por aproximadamente 98%
dos casos registrados. Esta forma causa uma doenca crbénica que se desenvolve ao
longo dos anos de forma branda e lenta em humanos e se caracteriza pela presenga
de uma baixa quantidade de parasitas na circulagdo sanguinea. O T. b. rhodesiense,
ao contrario, € predominantemente zoondtico podendo ocorrer acidentalmente em
humanos. Por isso, € responsavel por pouco menos de 2% do casos registrados. Esta
forma ocorre na regido leste do continente africano (Fig. 1A) e causa uma doencga
aguda e caracterizada por uma alta parasitemia. Por ser predominantemente uma
zoonose, o T. b. rhodesiense causa um grande impacto na economia local, uma vez
que é o causador da Tripanossomiase Africana Animal ou Nagana, decorrente da
infeccdo do gado e consequente dano a pecuaria local (KENNEDY, 2013; LEJON,;
BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013).

Atualmente, a THA esta distribuida em mais de 300 focos ou areas localizadas
podendo afetar cerca de 24 paises da Africa subsaariana (FRANCO et al., 2014).
Descoberta no inicio do século XX, esta doenca era considerada uma epidemia que
afligia centenas de milhares de pessoas. Apdés uma melhora temporario por volta dos
anos 40, fatores como fome, guerras, a critica situacao socioeconémica local e a
diminuicdo no investimento de medidas de controle da doenga contribuiram para o

retorno da mesma a niveis altos nas décadas seguintes, até o final dos anos 90
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quando foram registrados cerca de 300 mil casos (WHO, 1998; KENNEDY, 2013;
LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013; FRANCO et al., 2014). A partir dos anos
2000, esforgos conjuntos de organizagdes governamentais e outras agéncias tanto na
detecgdo como tratamento da doenga ajudaram a diminuir consideravelmente novos

casos da doenga para menos que 10 mil casos por ano pela primeira vez (Fig. 1B)
(WHO, 2006; FRANCO et al., 2014).
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Figura 1: [A] Representacdo esquematica da distribuicdo do Trypanosoma brucei
gambiense (em verde) e Trypanosoma brucei rhodesiense (em vermelho) na Africa
subsaariana. Reproduzido de KENNEDY (2013). [B] Numero de casos de THA registrados
na Africa entre 1940 e 2010. Adaptado de LEJON; BENTIVOGLIO e FRANCO (2013).

1.2. Quadro clinico, diagnéstico e tratamento

O desenvolvimento clinico das duas formas da THA diferem consideravelmente.
A THA causada pelo T. b. gambiense se desenvolve lentamente e pode apresentar
periodos latentes podendo o curso da doenca demorar até 3 anos para se completar.
Por outro lado, a THA causada por T. b. rhodesiense se desenvolve rapidamente de
forma aguda podendo levar a morte em até 2 meses, antes mesmo do individuo
manifestar os sintomas neurolégicos (LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013; WHO,
2013; FRANCO et al.,, 2014). Clinicamente, a THA apresenta dois estagios de
evolugdo da doenca: inicial e tardio. O primeiro € chamado de Estagio Hemolinfatico,
pois se caracteriza pela presenga de parasitas na corrente sanguinea e vasos
linfaticos. Os sintomas e sinais clinicos deste estagio podem ser: dores de cabecga,
enjoos, febre intermitente, fraqueza, linfadenopatia, anemia, disturbios cardiacos e

endocrinos, dores musculares e nas juntas e hepatoesplenomegalia (LEJON;
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BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013; WHO, 2013). Apds um periodo variavel de tempo, a
doenca se desenvolve para o estagio tardio ou Estagio Meningoencefalico. Este se
caracteriza pela passagem dos parasitas através da barreira hematoencefalica
atingindo o sistema nervosa central (SNC) causando severo dano neurolégico. Os
sintomas incluem principalmente disturbios do sono, motivo pela qual a doencga recebe
0 nhome comum, mas também incluem transtornos psiquiatricos, convulsées, coma,
falha generalizada dos 6rgaos e consequentemente a morte (LEJON; BENTIVOGLIO;
FRANCO, 2013; WHO, 2013). Apos a infecgéo, por ambas subespécies de T. brucei,
a THA é considerada geralmente fatal se néo tratada apropriadamente, apesar de
casos individuais de cura espontanea da infeccdo ja terem sido registados
(JAMONNEAU et al., 2012; LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013; WHO, 2013).
Levando em consideragao a variedade de sintomas nas duas formas da doenca,
torna-se muito dificil um diagndstico rapido e preciso. Nao obstante, muitos dos
sintomas da THA também sado confundidos com sintomas de outras doencas
endémicas. Sintomas do primeiro estagio da THA podem ser confundidos com febre
tifoide, hepatite e tuberculose, enquanto o segundo estagio e geralmente confundido
com neurosifilis, tumor cerebral, brucelose e infecgcbes decorrentes do HIV
(KENNEDY, 2013; LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013). Esta definigdo e muito
importante pois os diferentes estagios da doenca requerem diferentes tratamentos,
que s&o baseados em drogas bastante toxicas para o organismo (KENNEDY, 2013).
Usualmente, o diagnostico da THA envolve 3 etapas que sao conduzidos de
seguinte maneira: (1) screening, (2) confirmacao e (3) definigdo do estagio da doenga.
O screening se da geralmente em areas endémicas a fim de se identificar focos onda
a populacao esta infectada. Na maioria dos casos, é utilizado um teste sorolégico
simples e barato que pode ser empregado em regides isoladas e sem infraestrutura
adequada. O exemplo mais comum €& o CATT (Card Agglutination Test for
Trypanosomiasis) (CHAPPUIS et al., 2005; LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013).
Outro teste soroldgico que pode ser empregado € o LATEX/T. b. gambiense, que foi
desenvolvido como alternativa para o CATT (BUSCHER et al., 1999). Apesar do custo
superior, ainda sdo opg¢des para o diagnostico da doenga alguns métodos como: o
cultivo in vitro e inoculagao animal do parasita a partir do sangue de pacientes, ensaio

de PCR, avaliagao de disturbios do sono por meio da polisonografia e ainda técnicas
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de imagem como ressonancia magnética (MRI) (CHAPPUIS et al., 2005; LEJON;
BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013).

O segundo estagio do diagnéstico da THA se baseia na confirmagao da infecgéo
por evidéncia direta da presenga do parasite no organismo. O diagndstico
parasitolégico € realizado pelo exame microscépico do sangue, do aspirado de
linfonodos periféricos ou do liquido cefalorraquidiano (LCR) (Fig. 2). Somente em
casos bem iniciais da infeccao, e possivel detectar também a presenca dos parasitas
na puncao do cancro tripanossémico, que € uma induragdo ou inchaco edematoso
resultante da proliferacao de parasitas no local da picadura da mosca Tsé-tsé. Este
cancro se forma nos primeiros 3 dias e desaparece apés trés semanas (CHAPPUIS
et al., 2005; KENNEDY, 2006; 2013). Apesar de simples e barata, esta técnica tem
baixa sensibilidade e requer bastante tempo para detectar os parasitas (cerca de 1
parasita/200 campos de observagdo no microscopio) (CHAPPUIS et al., 2005;
KENNEDY, 2006; 2013).

Figura 2: Formas tripomastigotas do T. b. rhodesiense em lamina de esfregago de sangue
periférico. Fotografia de Jean Jannin (WHO/CPE).

A terceira etapa do diagndstico e talvez a mais importante é a definigdo do
estagio de evolugdo da doencga. Este passo e vital para o paciente pois diferentes

tratamentos sdo administrados em fungao da sua definicao (estagio inicial ou tardio)
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(KENNEDY, 2013; LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013). Na falta de sinais
clinicos claros e testes indicando qual estagio a THA se encontra, esta etapa se baseia
no exame do LCR por meio da pungao lombar. De acordo com a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), o segundo estagio da THA e caracterizado pela presenca no LCR
de um ou mais dos seguintes: (1) alto numero de glébulos brancos (> 5 células/uL)
e/ou (2) parasitas (tripanossomas).

O tratamento para a THA e uma tarefa dificil e a eficacia do mesmo é variavel
(70-95% de cura) e dependente da droga e da regido afetada. Atualmente, das drogas
antitripanossémicas registradas, quatro sao usadas em larga escala e a bastante
tempo: pentamidina, suramina, melarsoprol e eflornitina; e todas estado
disponibilizadas gratuitamente no Departamento de Controle de Doengas Tropicais
Negligenciadas da OMS (LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013). Apesar disso o
desenvolvimento de novas drogas € ainda necessario, visto que nenhuma vacina
contra a THA foi desenvolvida. Ha também o interesse de desenvolver compostos
com menor toxicidade do que as drogas existentes e que possam combater as duas
formas da doenca de maneira mais eficaz (LEJON; BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013).

Considerando a diminuicdo expressiva de novos casos registrados desde o inicio
dos anos 2000, a eliminagcdo da THA passou a ser considerada possivel. Entretanto,
como ja foi observado, a situagédo precaria da regido aliada a sua instabilidade
econdmica e sociopolitica, pode levar a re-emergéncia da doenga caso haja
diminuicao na vigilancia, prevencgao e controle da mesma frente ao atual panorama de

reducao de casos.

1.3. Biologia celular dos tripanossomatideos

A ordem Kinetoplastida engloba um grupo diverso e complexo de protistas
flagelados de vida livre ou parasitaria. Dentro deste grupo, os parasitas obrigatérios
sao reunidos na familia Trypanosomatidae, a qual reune alguns dos principais
protozoarios causadores de doencas parasitarias em humanos, como o T. cruzi
(doenga de Chagas), o T. brucei (doenga do sono) e a Leishmania spp. (leishmanioses
tegumentar e visceral); dentre outros parasitas de invertebrados e plantas.
Adicionalmente, os tripanossomatideos também podem ser classificados quanto ao

numero de hospedeiros que cada espécie infecta ao longo do seu ciclo de vida, sendo
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considerados monoxénicos aqueles que possuem somente um hospedeiro definitivo
(invertebrado) ou dixénicos aqueles que infectam um hospedeiro definitivo
(vertebrados ou plantas) e um intermediario (invertebrados) (REY, 2008).

Os primeiros relatos de tripanossomatideos foram documentados em 1851 por
Burnett e alguns anos depois, os primeiros géneros (Leptomonas e Herpetomonas)
foram estabelecidos. Estes eventos foram seguidos por uma enorme quantidade de
publicacdes na primeira metade do século XX quando diversas novas espécies foram
identificadas, embora a microscopia o6tica fosse a unica ferramenta para identificacao
e classificagdo de novas espécies. Porém, somente apdés 1960, que um sistema de
taxonomia baseado exclusivamente na morfologia e ciclo de vida foi proposto por
HOARE e WALLACE (1966). O ultimo catalogo de tripanossomatideos publicado na
década de 90 incluia 350 espécies (PODLIPAEV, 1990) sendo que este numero hoje
se aproxima de 400 (MASLOV et al.,, 2013). Inicialmente adotou-se o sistema
taxondmico baseado nos morfotipos de cada organismo durante o ciclo de vida, o que
facilitou a separagéo e classificagdo de varios novos géneros. Os morfotipos foram
discriminados de acordo com a forma celular e também com a posigao relativa do
cinetoplasto e do flagelo na célula, totalizando oito morfotipos diferentes: amastigota,
promastigota, coanomastigotas, endomastigotas, opistomastigotas, opistomorfo,
epimastigotas e tripomastigotas (Fig. 3). No caso do T. brucei, ocorrem apenas 0s
morfotipos epimastigota e tripomastigota, com algumas variagées na forma celular

dependendo do estagio do ciclo de vida.
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Figura 3: Morfotipos basicos dos tripanossomatideos, que servem como parametro para
a classificagdo taxonémica do grupo. A — amastigota, EN — endomastigota, C —
coanomastigota, OM - opistomastigota, P — promastigota, O — opistomorfo, E —
epimastigota e T — tripomastigota. Reproduzido de MASLOV et al. (2013).

Entretanto, devido aos problemas classicos dos sistemas taxonémicos como a
falta de caracteres e critérios, ndo se possuia um entendimento suficientemente claro
dos elementos responsaveis pela biologia evolutiva deste grupo; nem mesmo com o
avango dos estudos de ultraestrutura. Sendo assim, novas ferramentas foram
incorporadas para auxiliar a classificagcao e separagao dos taxons (género e espécies)
da familia Trypanosomatidae. Com os avancgos da era gendmica e a disponibilidade
de diversos estudos filogenéticos foi possivel mudar o conhecimento acerca da
sistematica e aspectos evolutivos do grupo em questdo (MASLOV et al., 2013). Dentre
as analises utilizadas para este fim podemos citar os estudos filogenéticos baseados
nos genes das subunidades menores e maiores do RNA ribossémico (rRNA), gene do
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase glicossomal (GAPDH) e também do gene da
proteina heat-shock (HSP) (MASLQV et al., 1996; HAMILTON et al., 2004; SIMPSON,
A. G.; ROGER, 2004). Estas ferramentas foram mais tarde aperfeicoadas apos o
completo sequenciamento do genoma de diversos parasitas e disponibilidade de
varios marcadores para classificacdo do grupo (BERRIMAN et al., 2005; EL-SAYED

et al., 2005a; IVENS et al., 2005). Apesar dos recentes avangos a taxonomia deste
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grupo é considerada confusa e ndo somente novos estudos e analises robustos estao
sendo publicados como também novos taxons estdo sendo criados para tentar
explicar a complexidade deste grupo em conjunto com o catalogagdo de novas
espécies (VOTYPKA et al., 2015).

1.4. Ciclo de vida do Trypanosoma brucei e interacao parasita-hospedeiro

Mais de trinta espécies e subespécies da mosca Tsé-tsé do género Glossina
sdo responsaveis pela transmissédo de diferentes espécies de tripanossomas. Por
serem organismos hematéfagos, estes insetos s&o capazes de hospedar e transmitir
uma variedade de parasitas, incluindo o T. brucei. As moscas Tsé-tsé recém formadas
sao infectadas a partir do momento que se alimentam de um hospedeiro vertebrado
infectado, maneira pela qual os parasitas alcangam o trato digestivo da mosca. Apods
uma seérie de eventos celulares, incluindo diferenciagédo, multiplicagdo e migragéo dos
parasitas dentro do trato digestério da mosca, é que estes se tornam aptos a infectar
um novo hospedeiro. Acredita-se que apenas 0,1% das moscas possuem uma
infeccao no estagio necessario para transmitir o parasita durante o repasto sanguineo.

No curso do ciclo de vida do T. brucei, a infec¢ao e transmissao da doenga no
ser humano se inicia quando (1) uma mosca Tsé-tsé infectada pica o individuo,
durante o repasto sanguineo. Essas formas infectivas do parasita chamados de
tripomastigotas metaciclicos podem atingir a corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado, dando inicio ao estagio humano do ciclo de vida. A partir deste ponto (2)
os parasitas se diferenciam em longos e esguios tripomastigotas sanguicolas, (3) que
se multiplicam e (4) colonizam os fluidos corporais, sangue e linfa, e eventualmente o
LCR durante o estagio mais avancado da doencga. Eventualmente, (5) o individuo
infectado pode ser picado por uma mosca Tsé-tsé, que pode ingerir os parasitas
dando continuidade ao ciclo de vida do mesmo. Uma vez que os parasitas atingem o
intestino do inseto vetor, (6) os tripomastigotas sanguicolas diferenciam-se em
tripomastigotas prociclicos. Estes, ao sairem do intestino e enquanto migram em
direcdo as glandulas salivares, (7) se transformam na forma epimastigota,
considerada a forma reprodutiva do parasito no hospedeiro invertebrado. Nas
glandulas salivares (8) os parasitas se multiplicam e iniciam sua transformagao em

tripomastigotas metaciclicos. O parasita permanece neste estagio até atingir a
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corrente sanguineo de um hospedeiro vertebrado, completando assim o seu ciclo de

vida (Fig. 4).
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Figura 4: Ciclo de vida do Trypanosoma brucei. Imagem de Alexander J. de Silva e
Melanie Moser da Biblioteca Publica de Imagens de Saude do Centro de Controle de
Doengas (CDC).

Nem todas as espécies de tripanossomas sao patogénicas ao ser humano. Na
verdade, varias espécies que infectam outros animais, e também o T. b. brucei, sao
suscetiveis a fatores liticos que estdo presentes no soro humano. Estes fatores séo
chamados de Fatores Liticos de Tripanossomas (LFT) e sdo os responsaveis diretos
pelo combate a infecgdo por estes parasitas. Existem dois tipos de LFTs: o LFT-1 que
e uma particula lipoproteica de alta densidade (RIFKIN, 1978) e o LFT-2 que faz parte
de um complexo de ligagao a proteinas séricas (RAPER et al., 1999). Em relagao ao
parasita patogénico, o T. b. rhodesiense possui um gene codante para uma proteina
resistente ao soro, chamado SRA. A proteina SRA se liga ao LFT-1 tornando entédo, o
parasita resistente a lise. Por outro lado, o T. b. gambiense nao possui o gene SRA.
Entretanto, esta subespécie desenvolveu resisténcia ao LFT-1 usando outros
mecanismos, como a perda da expressao de receptores haptoglobinas/hemoglobinas

(HpHbR) que sao necessarios para a ligagcado e captagdo de LFT-1 pelo parasita
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(KENNEDY, 2013). E justamente por serem parasitas extracelulares, ou seja, que nao
necessitam uma célula hospedeira para invadir e se multiplicar, € que o T. brucei esta
constantemente interagindo com fatores do sangue e soro naturais da defesa do
hospedeiro.

Além disso, os tripanossomas patogénicos apresentam outros mecanismos de
defesa. As formas tripomastigotas sanguicolas do T. brucei sdo caracterizadas pela
alta expressao de glicoproteinas variantes de superficie (VSG). As VSGs recobrem
toda a superficie da célula do parasita e agem como um importante mecanismo de
defesa para o mesmo (PAYS, 2006). As células do individuo infectado respondem a
infecgao por T. brucei produzindo anticorpos especificos contra as VSGs para eliminar
0 parasita e consequentemente, levam a diminuicdo da parasitemia. Entretanto, por
um mecanismo chamado de variagdo antigénica (HORN, 2014), uma pequena
populagcdo dos parasitas € capaz de trocar toda sua capa de VSG, tornando-a
irreconhecivel para os anticorpos produzidos. Isto leva a uma proliferagao de parasitas
resistentes até que novos anticorpos sejam produzidos contra as novas VSGs. Com
isto, o parasita e o sistema imune do hospedeiro permanecem repetidamente nesta
agao reciproca, o que torna o organismo incapaz de eliminar a infecgao. Além disso,
a produgao excessiva e acumulagao sistémica de imunoglobulinas pode levar a uma
desregulagéo do organismo culminando na produgao de auto anticorpos (KAZYUMBA
et al., 1986).

Adicionalmente, as VSGs também estdo associadas a disfungdes na produgao
de citocinas. Por parte do sistema imunolégico do hospedeiro, ha a produgao de altos
niveis de citocinas inflamatérias como interferon gama (IFN-y), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 beta (IL-1B), e também de citocinas anti-
inflamatdrias como a interleucina 10 (IL-10), tanto no sangue como no LCR (LEJON;
BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013). Outras moléculas relacionadas a interagao parasita-
hospedeiro incluem também as quimiocinas e espécies reativas de oxigénio,
produzidas pelo hospedeiro, e a prostaglandina D2, produzida pelo parasita (LEJON;
BENTIVOGLIO; FRANCO, 2013). Geralmente, estas reacbes imunes exacerbadas
nao levam a protecdo do organismo, mas ao desenvolvimento de desordens

imunopatoldgicas.
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1.5. Arquitetura celular do Trypanosoma brucei

Os tripanossomas sao protozoarios unicelulares flagelados pertencentes ao filo
Euglenozoa, porém se distinguem dos outros grupos por apresentarem uma estrutura
peculiar chamada cinetoplasto, e por isso sdo agrupados na ordem Kinetoplastida.
Neste grupo, os tripanossomas pertencem a familia Trypanosomatidae, que agrupa
exclusivamente os parasitas obrigatérios. Os tripanossomas apresentam morfologia e
comportamento diferentes dependendo de cada fase do ciclo de vida e hospedeiro em
que se encontram. A célula ao mesmo tempo que organizada deve ser capaz de
apresentar uma plasticidade responsavel pelas constantes mudangas morfologicas
necessarias e por outros processos bioldgicos como motilidade, alimentacdo e
reproducdo. O T. brucei apresenta uma organizagao celular mais simples que os
eucariotos superiores entretanto os varios aspectos da sua biologia séo igualmente
importantes, haja vista que embora o organismo unicelular deva responder somente
ao ambiente a sua volta para sobreviver, os processos celulares devem ser
coordenados para uma rapida adaptacédo celular aos estimulos. Esta adaptagao
requer transformacdes estagio especificas e envolve mudangas morfoldgicas,
alteragcdes na expressdo génica, no posicionamento de organelas, no trafico de
proteinas e coordenacao do ciclo celular.

A arquitetura celular do T. brucei é baseada em uma célula alongada de 15 a
30 ym de comprimento e que possui um unico flagelo que emerge de uma invaginagao
da membrana plasmatica e permanece parcialmente aderido ao corpo celular. As
principais organelas se apresentam em coépia Unica, como o nucleo (1), cinetoplasto
(2) e mitocbndria (9). A célula ainda apresenta as organelas basicas para o trafico de
proteinas, processos de endocitose/exocitose e metabolismo celular, que incluem o
Aparato de Golgi (6), os lisossomos (7), os endossomos (8) e os glicossomos (11). Ha
ainda importantes estruturas que sao vitais para a biologia dos tripanossomas. Sao
elas o bolso flagelar (3), o corpo basal e corpusculo pro-basal (4), o flagelo (5) e os
microtubulos subpeliculares (10) (Fig. 5). Em termos de orientagéo, a célula apresenta
uma regido anterior, referente a porcéo distal do flagelo e uma regido posterior,
correspondente ao lado onde ha o bolso flagelar (3) (Fig. 5). Esta polarizagao é
importante para a organizagao celular, principalmente no que diz respeito a disposi¢ao
das organelas copia unica, que estao localizadas na regiao centro-posterior da célula.
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Anterior

Figura 5: Arquitetura celular do Trypanosoma brucei. Representacdo simplificada das
principais organelas presente nesta célula: 1. Nucleo, 2. Cinetoplasto, 3. Bolso flagelar, 4.
Corpo basal e corpusculo pro-basal, 5. Flagelo, 6. Golgi, 7. Lisossomo, 8. Endossomos, 9.
Mitocondria, 10. Citoesqueleto de microtubulos e 11. Glicossomos. Adaptado de
MATTHEWS (2005).

No que diz respeito ao material genético, a célula interfasica de T. brucei
apresenta um nucleo central contendo o DNA genémico e um DNA mitocondrial
chamado de cinetoplasto (kDNA ou K). O nucleo, localizado na regido centro-
posterior, possui um diametro de até 2,5 ym em um formato esférico (Figs. 5 e 6A).
Sabe se que este organismo contém 11 pares de cromossomos megabases, 1 a 5
cromossomos intermediarios e por volta de 100 mini cromossomos. Os cromossomos
megabases sdo diploides enquanto as duas ultimas classes de cromossomos sao
consideradas haploides e contem principalmente sequéncias repetitivas e
relacionadas ao processo de variagao antigénica e produgao das VSGs (ERSFELD,
2011). O genoma do T. brucei foi sequenciado por BERRIMAN et al. (2005), sendo
que dos 9068 genes anotados, incluem-se aproximadamente 900 pseudogenes, 1700
genes especificos de T. brucei e 806 genes para VSGs nas regides subteloméricas.
Além disso, os genes estdo organizados em grandes regides policistrOnicas e séo
ausentes de introns (BERRIMAN et al., 2005).

O cinetoplasto por sua vez esta contido dentro da unica mitocondria da célula
(Figs. 5 e 6B). Este € composto por uma enorme malha de grandes (maxicirculos) e
pequenos (minicirculos) circulos de DNA altamente condensados. Os maxicirculos
sdo basicamente homologos do DNA mitocondrial que variam de 20 a 40 kbp em
tamanho, e transcrevem rRNAs e codificam proteinas, em sua maioria envolvidos com
o metabolismo mitocondrial (SHAPIRO; ENGLUND, 1995). Os minicirculos
compreendem 90% do kDNA com tamanho variando de 0,5 a 2,9 kbp. A principal
funcao destes é transcrever pequenos RNAs responsaveis pela maquinaria de edicao
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de RNA da célula. Na célula, o kDNA esta posicionado adjacente ao bolso flagelar e
juntamente aos corpo e corpusculo basais formam a estrutura base para a formagao
do flagelo (Figs. 5 e 6B) (SHAPIRO; ENGLUND, 1995).

A estrutura mais posterior da célula € o bolso flagelar (BF) (Figs. 5 e 6C), uma
invaginagdo da membrana plasmatica correspondente ao sitio de saida do flagelo e
facilmente observado por microscopia eletrbnica. O BF possui uma localizagéo
especifica a qual esta intimamente relacionada com componentes do citoesqueleto e
diversas organelas, principalmente o Aparato de Golgi (OVERATH; ENGSTLER,
2004; FIELD; CARRINGTON, 2009). O BF apresenta subdominios e posicionamento
especifico: a membrana do BF forma um microambiente com um conjunto de
proteinas e moléculas especificas e o lumen desta organela esta preenchido por uma
matriz rica em carboidratos variados e com fung¢do ainda n&o detalhada (FIELD;
CARRINGTON, 2009). No local de saida do flagelo onde a membrana se invagina
para formar o bolso esta uma estrutura chamada de colar do bolso flagelar (CBF) (Fig.
6C, D). O CBF atua como uma barreira fisica contra a entrada e saida de moléculas
do lumen e como uma estrutura de estabilizagdo da arquitetura do BF e do flagelo. O
principal componente do CBF ¢ a Bilbo1, a qual foi caracterizada como essencial para
a formacéo do BF e pelo seu funcionamento, uma vez que o knockdown de Bilbo1 por
RNAIi (RNAI) impede a formacéo do BF, e causa o rompimento do sistema de trafego
vesicular, e posicionamento errbneo do novo flagelo durante a citocinese
(BONHIVERS et al., 2008). A membrana do BF apresenta uma composicao particular,
com a presencga de proteinas de superficie especificas desta regido como a SRA
(VANHAMME et al., 2003), receptores de transferrina (STEVERDING et al., 1995),
receptores de LDL (PAL et al., 2002), CRAM (QIAO et al.,, 2006), HPHBR
(VANHOLLEBEKE et al., 2008), entre outros. Esta composicao reflete o alto grau de
endocitose/exocitose que ocorre no BF, haja vista que este compartimento é o unico
local em que esses processos ocorrem. Além disso, este compartimento € essencial
para o enderegcamento de proteinas, ja que a retencédo de determinadas moléculas e
o direcionamento de outras para a membrana pelicular ou flagelar & vital para a
biologia do parasita. Nado menos importante, o BF também é necessario em processos
de evasao da resposta imune, como na reciclagem das VSG em formas sanguicolas
do T. brucei (FIELD; CARRINGTON, 2009).
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Figura 6: Morfologia ultra estrutural do Trypanosoma brucei. [A-D] Segbes ultrafinas do T.
bruceivisualizado por microscopia eletronica de transmisséo. N — nucleo, K — cinetoplasto,
BF — bolso flagelar, AXO — axonema, CBF — colar do bolso flagelar. Elaborado pelo autor.

1.6. O citoesqueleto do Trypanosoma brucei

O citoesqueleto € uma estrutura dinamica, em constante estado de
reorganizacgao e participa de varios processos celulares. Na maioria dos eucariotos, o
citoesqueleto € composto principalmente por trés tipos de filamentos: microtubulos,
filamentos intermediarios e os microfilamentos de actina, que formam uma rede
interconectada que permeia o espago citoplasmatico das células (ALBERTS;



30

WILSON; HUNT, 2008). Entretanto, o citoesqueleto do T. brucei € composto
majoritariamente de microtubulos além de compreender uma vasta gama de proteinas
acessorias com diversas fungdes, dentre elas as proteinas associadas a microtubulos
(MAP), proteinas do bastao paraflagelar (PFR), proteinas da zona de adeséao flagelar
(FAZ), e proteinas motoras do flagelo; e esta complexidade é responsavel pela
funcionalidade de toda a célula (Fig. 7). Vale ressaltar que o T. brucei, assim como
outros tripanossomatideos, nao possuem filamentos intermediarios e até o momento
sabe-se que a actina ndo forma filamentos nestes organismos (GULL, 1999).

Grande parte dos microtubulos constituem uma grande malha que percorrem
toda a célula em forma de feixes paralelos adjacentes e conectados entre si e a
membrana plasmatica pelicular, sendo denominados de citoesqueleto de membrana
ou de microtubulos subpeliculares (spMT) (GULL, 1999) (Figs. 5 e 7). Esta estrutura
apresenta uma orientacdo polarizada refletida pela organizacdo dos seus
heterodimeros (a- e B-tubulina), onde as extremidades “menos” estdo direcionados
para a regidao posterior da célula e as extremidades “mais” para a regiao anterior
(ROBINSON et al., 1995). Este arranjo de microtubulos é o principal responsavel pela
morfogénese celular nos diferentes estagios do ciclo de vida, é capaz de fornecer um
arcabougo para a ancoragem e posicionamento exato das varias organelas
intracelulares, e ajuda a direcionar a citocinese no processo de divisdo celular. No
caso do ultimo, o citoesqueleto da célula filha se forma interdigitalmente aos
microtubulos pré-existentes de forma que a heranga desta estrutura é
semiconservativa (SHERWIN; GULL, 1989). Alternativamente, outra parte dos

microtubulos da célula é usada para a formagéo do axonema no flagelo.
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Figura 7: Microscopia eletrbnica de transmissdo do citoesqueleto de T. brucei ap6s
extracdo com detergente. FG — flagelo, spMT — microtubulos subpeliculares, N — nucleo,
BB — corpo basal, FAZ — zona de adeséo flagelar. Elaborado pelo autor.

O flagelo é a estrutura mais proeminente e representa 0 motor mecanoquimico
da célula, composto pelo axonema, PFR e proteinas motoras (BASTIN et al., 2000)
(Figs. 7 e 8A). O axonema se forma na regido anterior do BF onde o corpo basal,
composto por 9 pares de microtubulos sem o par central, associado ao corpusculo
pré-basal, servem como base para sua formacao. O arranjo inicial de 9 pares sem o
par central € chamado de zona de transi¢dao. Posteriormente se inicia o axonema
propriamente dito com a formagéo classica (9+2) de 9 pares de microtubulos mais 2
microtubulos centrais. A partir dai, 0 axonema emerge do BF e adjacente ao PFR se
estende ao longo de todo corpo celular (Fig. 8A). O citoesqueleto flagelar esta
fortemente aderido a célula em diferentes por¢gdes: a base, na regido anterior, esta
conectada ao corpo basal-cinetoplasto; a porgao inicial dentro do BF esta associado
ao bilobe; enquanto toda sua porgéo extracelular (axonema + PFR) esta conectada
ao corpo celular pelo FAZ (Fig. 8A).

Na base do BF esta o corpo basal (Figs. 7 e 8), que esta fisicamente ligado ao
cinetoplasto. As duas estruturas possuem uma complexa zona de transicdo composta
de fibras estruturais que se conectam ao axonema. Para esclarecer a ligacao fisica

entre o cinetoplasto e o corpo basal através da membrana da mitocondria, foram
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realizados estudos com leishmanias lisadas hipotonicamente onde foi mostrado que
a mitocéndria se tornava uma organela grande e inchada contendo o cinetoplasto, e
geralmente estava associada ao corpo basal (SIMPSON, L., 1972). Estas
observagdes, em conjunto com estudos da replicagdo do cinetoplasto (ROBINSON;
GULL, 1991), serviram como evidéncia para esclarecer a presenga deste complexo,
que é chamado de complexo de adesao tripartido (TCA).

O axonema, localizado ainda dentro do BF, esta associada a uma estrutura
chamada bilobe. Ele esta presente no CBF e se estende parcialmente até a porgéo
exterior do BF (MORRISWOOD et al., 2009). O bilobe esta intimamente associado ao
citoesqueleto flagelar, ligado a base do flagelo e ao CBF, porém sua funcgao ainda néo
esta totalmente elucidada apesar de ter sido demonstrada sua relacdo com a
biogénese do aparato de Golgi (HE; PYPAERT; WARREN, 2005). Estruturalmente, o
bilobe apresenta-se em forma de anzol no qual o gancho esta localizado adjacente ao
CBF e a haste direcionada a regido anterior da célula. Algumas proteinas foram
caracterizadas como componentes do bilobe, como TbCentrin2, TbCentrin4,
TbMORN1 e TbLRRP1, porém somente as duas ultimas s&o exclusivas desta
estrutura (ZHOU et al., 2010; ESSON et al., 2012).

Figura 8: Microscopia eletrdnica de transmisséo do flagelo isolado de T. brucei. AXO —
Axonema, BB - corpo basal, TZ — zona de transicéo, PFR — bastao paraflagelar. Adaptado
de SUBOTA et al. (2014).

A porgao externa do flagelo, € composta pelo axonema e PFR (Figs. 8 e 9). O
PFR foi identificado pela primeira vez por VICKERMAN (1962) como a estrutura
adjacente ao axonema exclusivamente na por¢ao extracelular, sendo que ambas
estruturas, axonema e PFR, estdo envoltos inteiramente pela membrana celular. Por
isso, esta estrutura esta presente em formas morfolégicas como epimastigotas e
tripomastigotas, mas ndo em formas amastigotas do parasita. A principal funcédo do
PFR é fornecer sustentagcdo ao axonema e manté-lo aderido ao corpo celular, mas as
implicagbes para as vantagens desta estrutura sdo diversas, desde o auxilio no

batimento flagelar e motilidade celular como no auxilio para adesdo na célula
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hospedeira quando dentro do hospedeiro invertebrado (PORTMAN; GULL, 2010).
Estudos iniciais identificaram duas principais e mais abundantes proteinas do PFR:
PFR1 e PFR2. Desde entdo, e com o auxilio de estudos de proteoma e técnicas de
bioquimica, bioinformatica e imunologia, uma grande variedade de novas proteinas
foram identificadas como componentes do PFR, ja totalizando mais de 40 proteinas
(PORTMAN; GULL, 2010). Estruturalmente, o PFR é uma estrutura complexa,
trilaminar e entrelagada com trés dominios bem definidos: proximal, intermediario e
distal (Fig. 9). O dominio proximal esta conectado ao axonema, enquanto o distal &

responsavel pela adesao ao corpo celular.

Axonema

Figura 9: Imagem de microscopia eletrénica de transmissao de corte transversal do flagelo
de T. brucei [A] e esquema ilustrativo dos dominios do PFR [B]. PD — dominio proximal; ID
— dominio intermediario; DD — dominio distal. Adaptado de PORTMAN e GULL (2010).

A maneira pela qual o PFR, e todo o flagelo, se aderem lateralmente ao corpo
celular é realizado por uma estrutura chamada de zona de adeséo flagelar (FAZ). Nas
formas de tripanossomatideos com flagelos aderidos, ha um complexo sistema de
conexdes de membrana, composto por uma rede de longos e densos filamentos, e
microtubulos especializados que definem o FAZ ao longo de todo o corpo celular
adjacente ao flagelo (GULL, 1999) (Fig. 10). O FAZ foi descrito como essencial para
a morfogénese do parasita, sendo a principal estrutura responsavel pela adeséao
flagelar (VAUGHAN et al., 2008; ROTUREAU et al., 2014), alteragdes morfoldgicas
da célula (ZHOU et al., 2011; SUN et al., 2013; HAYES et al., 2014; SUNTER et al.,
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2015a), e também essencial para o processo de citocinese durante a divisdo celular
(LACOUNT; BARRETT; DONELSON, 2002).

Estruturalmente o FAZ é organizado em cinco dominios estruturais principais: 1)
FAZ flagelar, 2) FAZ intracelular, 3) FAZ filamento, 4) Quarteto de microtubulos (MtQ)
e 5) dominio de ligagdo MtQ-FAZ (Fig. 10). Apesar de apresentar dominios
especificos, os componentes do FAZ ainda nédo estdo totalmente caracterizados
quanto a organizagdo e disposi¢cao estrutural, e por isso estes 5 dominios foram
subdivididos em oito zonas de acordo com a composi¢cdo das proteinas atualmente
descritas (SUNTER; GULL, 2016). Estas zonas se sobrepde justamente para levar em
consideragao a limitagdo no que diz respeito a caracterizagdo do FAZ. Basicamente,
o filamento do FAZ presente no corpo celular (Zonas 5 e 6), por meio de conexdes
(Zona 8) esta fisicamente associado um quarteto de microtubulos subpeliculares
(MtQ) (Zona 7), que por sua vez e estdo associados a uma porgao de reticulo
endoplasmatico liso (Fig. 10). O filamento por sua vez esta fisicamente conectado
(Zona 4) aos complexos juncionais de membrana que se estendem até a membrana
flagelar passando pelo dominio do FAZ intracelular (Zonas 2 e 3). Estes complexos
juncionais sao formados por botdes adesivos intermembranares de aproximadamente
30 nm de didametro presentes do lado citoplasmatico de cada membrana e espagados
por algo em torno de 122 nm de distancia entre si (Fig. 10A). Do lado flagelar, os
filamentos que irradiam destes complexos juncionais se conectam a regiao distal do

PFR para fornecerem a adesao necessaria para o flagelo (Zona 1) (Fig. 10).
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Figura 10: Imagens de microscopia eletrdnica de transmisséo de se¢des ultrafinas de T.
brucei evidenciando o flagelo e a zona de adeséo flagelar cortados longitudinalmente [A]
ou transversalmente [B]. Setas brancas [A] indicam os complexos juncionais presentes ao
longo do FAZ. AXO — axonema; PFR — bastéo paraflagelar; FAZ — zona de adeséo flagelar;
spMT — Microtubulos subpeliculares. Elaborado pelo autor [A] ou adaptado de SUNTER e
GULL (2016) [B].

No que diz respeito a sua composigao, o FAZ apresenta uma grande variedade
de proteinas. O primeiro componente identificado do FAZ de T. brucei foi a
glicoproteina de superficie FLA1, homdloga a proteina GP72 presente no FAZ de T.
cruzi (NOZAKI; HAYNES; CROSS, 1996). Mais tarde foi demonstrado que esta
proteina era requerida para a adesao flagelar, citocinese e sua auséncia levava a
formacgao de células com fenétipo multinucleado, que embora realizavam mitose eram
incapazes de separar-se em células filhas e acabavam morrendo (LACOUNT;
BARRETT; DONELSON, 2002). Posteriormente, foi realizada a investigacédo de
parceiros moleculares da FLA1, onde uma nova proteina ligadora de FLA1, chamada
FLA1BP, foi identificada em formas prociclicas de T. brucei (SUN et al., 2013). Estas
duas proteinas interagem de maneira que formam um ziper molecular que atua na
adeséo do flagelo ao corpo celular. FLA1 esta ancorada na membrana do corpo celular
enquanto FLA1BP esta ancorada na membrana flagelar, e ambas estao voltadas para
0 espaco intracelular. A interagdo destas proteinas € essencial para a biogénese e
adeséo do flagelo e consequente formagao e elongagédo do FAZ. A segunda proteina
descrita na zona de adesao flagelar foi a FAZ1. Por meio do uso da técnica de RNAI,
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foi realizado o silenciamento da expressao desta proteina o que acarretou no
destacamento parcial do flagelo, formando algas ao longo da sua estrutura
(VAUGHAN et al., 2008).

Os ultimos anos, a partir de diversas técnicas de biologia molecular, bioquimica,
bioinformatica, e microscopia de alta resolu¢ao foi possivel identificar uma grande
quantidade de proteinas presentes no FAZ, sendo que atualmente a estrutura
compreende mais de 30 proteinas (Anexo 1). Em 2015, por meio de técnicas de
proteoma a partir da imunoprecipitacdo de FAZ1, e aliada a estudos de bioinformatica
foram identificadas nove proteinas novas do FAZ (FAZ2-10) (SUNTER et al., 2015b).
Vale também ressaltar o estudo de proteoma do flagelo intacto de T. brucei, onde foi
caracterizada uma familia de proteinas flagelares associadas ao PFR (FLAM1, 2,4, 5
e 7), o axonema (FLAMG), a porcéo distal do flagelo (FLAM8) e ao FAZ (FLAM3)
(SUBOTA etal., 2014). Estudos posteriores mostraram que o silenciamento de FLAM3
por RNAIi causa defeitos na motilidade e na morfogénese deste organismo
(ROTUREAU et al., 2014). Das proteinas do FAZ recentemente descritas, uma que
merece destaque € a proteina do tipo calpaina GM6 (ClpGM6). Esta € uma proteina
de alta massa molecular localizada no dominio FAZ flagelar e foi demonstrada ser
essencial para a morfogénese do T. brucei. Na sua auséncia, formas tripomastigotas
do parasita adquiriram uma morfologia do tipo epimastigota, com evidentes alteragdes
no posicionamento do cinetoplasto e flagelo (HAYES et al., 2014). Apesar de muitas
proteinas do FAZ terem sido identificadas nos ultimos anos, grande parte ainda nao

foi caracterizada quanto a sua fungao biolégica nos tripanossomatideos.

1.7. Proteinas de alta massa molecular

Proteinas de alta massa molecular foram inicialmente descritas em musculo
estriado de vertebrados e estdo geralmente associadas a proteinas do citoesqueleto
(WANG, K.; MCCLURE; TU, 1979; WANG, K.; WILLIAMSON, 1980; WANG, K., 1984).
A titina, de massa molecular de cerca de 3800 kDa, confere propriedades de
elasticidade passiva as fibras musculares e participa junto com a nebulina (900 kDa)
e a obscurina (870 kDa) na montagem, estabilizacdo e organizagao dos sarcOmeros
(LABEIT; KOLMERER, 1995; KONTROGIANNI-KONSTANTOPOULOS; BLOCH,
2005; WITT et al., 2006). Além do seu papel celular como proteina estrutural e
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sinalizadora, as proteinas gigantes também estdo relacionadas a varias doencas
dependendo do tipo de mutacéo que pode ocorrer nos seus genes (PELIN et al., 1999;
HERMAN et al., 2012). A nivel celular, outras proteinas gigantes do citoesqueleto de
vertebrados também foram descritas, dentre elas as enaptinas ou nesprinas (~1000
kDa) (ZHANG et al., 2002; PADMAKUMAR et al., 2004), e as plectinas (~500 kDa)
(SVITKINA; VERKHOVSKY; BORISY, 1996) que basicamente sdao elementos do
citoesqueleto com dominios de ligagdo a outros parceiros celulares, como actina
principalmente. As titinas e proteinas do tipo titina sdo componentes essenciais das
células de vertebrados, entretanto proteinas gigantes também foram descritas em
varias classes de invertebrados e denominadas de mini-titinas, de peso molecular de
aproximadamente 500 a 900 kDa. Dentre elas podemos citar a projectina em
Drosophila e abelhas (SAIDE, 1981; AYME-SOUTHGATE et al., 1991), a twitchina em
Caenorhabditis elegans (BENIAN et al., 1989) e a conectina em lagostas (MANABE
et al., 1993). Apesar dos papéis estruturais destas proteinas gigantes, as titinas e
proteinas do tipo titina estdo sendo cada vez mais estudadas pelas suas propriedades
quinases e participagdes na sinalizagdo celular, o que ressalta a importancia destes
componentes na biologia de varios organismos.

Em protozoarios também ja foram descritas proteinas gigantes. Em
Plasmodium falciparum e P. chabaudiforam descritas duas proteinas, Pf11-1 e Pf332,
de aproximadamente 1000 kDa e 2500 kDa respectivamente, que sio sintetizadas
pelo parasita durante seu estagio intraeritrocitico e exportadas para o citoplasma das
hemacias onde regulam o processo de citoaderéncia da ceélula hospedeira
(PETERSEN et al., 1990; MATTEI; HINTERBERG; SCHERF, 1992; GARCIA;
ABRAHAMSON, 1995). Também no citoesqueleto de organismos de todos os géneros
da familia Trypanosomatidae foram identificadas proteinas gigantes de alto massa
molecular (Fig. 11). Em T. cruzi, proteinas gigantes (700-2500 kDa) estdo associadas
a regiao do FAZ e préximas ao MtQ do citoesqueleto subpelicular (RUIZ-MORENO et
al., 1995). Em Phytomonas serpens, a proteina gigante Ps3500 (3500 kDa) foi
identificada na zona de adesao flagelar, na extremidade anterior do citoesqueleto de
microtubulos na regido do BF o que sugere sua participacao na ligacao desta estrutura
com a membrana do flagelo (BAQUI et al., 1996). Em Crithidia luciliae thermophila foi
descrita uma fosfoproteina gigante, chamada Ct2300 (2300 kDa), situada entre o

vacuolo contratil e a bolsa flagelar deste organismo onde sugere-se que participe do
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processo osmorregulatério como uma proteina periférica de membrana (BAQUI et al.,
2000a). Adicionalmente, também nos géneros Phytomonas, Leptomonas e
Leishmania foram identificadas proteinas gigantes, Ps3500 (3500 kDa), Ls2500 (2500
kDa) e Lt1200 (1200 kDa) respectivamente, com localizagdo predominante na regido
anterior das formas promastigotas, especificamente na regido do BF, porém com
funcao ainda desconhecida. Estas proteinas ainda compartilham propriedades fisico-
quimicas como termoestabilidade além de coimunoprecipitarem com a tubulina,
caracteristicas inerentes aos componentes da familia das proteinas associadas aos
microtubulos (MAPs) (BAQUI et al., 2000b).

Figura 11: Andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida das proteinas do
citoesqueleto de diversos membros da familia Trypanosomatidae. M — miofibrila como
marcador padrdo. Setas brancas indicam as proteinas gigantes. Adaptado de BAQUI et
al. (2000b).

Recentemente, duas proteinas de massa molecular elevada foram também
identificadas e caracterizadas em T. brucei. A ClpGM6 e a FLAM3 sao proteinas do
FAZ flagelar que possuem massa molecular de aproximadamente 503 e 660 kDa,
respectivamente (HAYES et al., 2014; ROTUREAU et al., 2014). Outro exemplo, a
FAZ10, identificada por MORRISWOOD et al. (2013) e caracterizada pelo nosso grupo

(MOREIRA, B. P. et al., 2016, sob revisdo, Anexo 3), foi inicialmente anotada como
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um gene codante para uma proteina de massa aparente de 502 kDa (ASLETT et al.,
2010).

Apesar dos recentes avancgos na identificagdo e caracterizagado de proteinas
dos protozoarios, muitas delas ainda possuem fungcdo desconhecida, em especial as
proteinas de alta massa molecular. O tamanho exacerbado desta proteinas € um
obstaculo e causa limitagcbes no uso de diversas técnicas de biologia celular e
molecular para o estudo das mesmas. Portanto, faz-se necessaria a utilizagado de
metodologias alternativas capazes de fornecer informagdes sobre a funcdo destas

proteinas e a importancia destas na biologia dos diversos organismos.

1.8. RNA de interferéncia em tripanossomatideos

RNA de interferéncia (RNAi) € um mecanismo celular endégeno que age no
controle pos-transcricional de RNA mensageiros (MRNA) por meio da inibicdo da
tradugdo ou degradagcdo dos mesmos por homologia entre as sequéncias. Este
mecanismo é disparado pela presenca de moléculas de RNA dupla fita (dAsRNA) de
origem endogena ou exoégena, sendo chamados de pequenos RNAs de interferéncia
(siRNA) ou micro RNAs (miRNA) dependendo das suas origens e caracteristicas.
Resumidamente, o mecanismo se baseia na formagédo de dsRNA para a degradagéo
de mRNA complementares. Este dsRNA é processado pela enzima DICER, que cliva
o0 dsRNA em siRNA de 20 a 25 nucleotideos de tamanho. Este por sua vez, aciona o
complexo RISC, onde uma fita antissenso do siRNA e o mRNA alvo complementar se
unem para uma subsequente degradacgédo do ultimo pela atividade de nuclease de
RISC (HANNON, 2002).

O fendmeno do RNAi foi observado na natureza pela primeira vez quando
pesquisadores tentaram intensificar a cor de flores de petunias pela introducao e
superexpressao de um gene desta planta. Surpreendentemente eles observaram uma
cossupressao resultando em flores brancas ou variegadas (NAPOLI; LEMIEUX;
JORGENSEN, 1990). Posteriormente, FIRE et al. (1998) injetaram moléculas senso e
antissenso de dsRNA em C. elegans e viram que as mesmas foram suficientes para
silenciar o gene homologo. Este trabalho rendeu-lhes o Prémio Nobel de Medicina de
2006. A maquinaria de RNAI ja foi descrita em diversos organismos como mamiferos,

invertebrados, fungos, plantas e protozoarios parasitas. O RNAi em T. brucei foi
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descrito pela primeira vez durante um estudo sobre processamento de mRNA nesta
espécie (NGO et al., 1998). Neste trabalho eles observaram que dsRNA derivado a
partir das sequéncias que codificam para o gene da a-tubulina, fazia com que as
células de T. brucei se arredondassem, fendtipo conhecido como “FAT”.
Curiosamente este foi um dos primeiros relatos da presenga de RNAi em células
eucaridticas apos estudos em plantas e vermes. Varios tripanossomatideos possuem
magquinaria de RNAi enddgena, incluindo T. brucei spp. e T. congolense (INOUE et
al., 2002), entretanto o RNAI esta ausente em T. cruzi e Leishmania spp.

A combinagdo de ferramentas genéticas disponiveis, com o genoma
sequenciado, e varias questdes a serem respondidas na biologia dos tripanossomas,
fazem a utilizagdo de RNAi como ferramenta molecular nestes organismos altamente
relevante. Além da relevancia de T. brucei para a saude humana, este organismo bem
como outros parasitas evolutivamente relacionados (e.g. Leishmania) sao excelentes

modelos para o estudo de processos intracelulares de células eucaridticas.
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2. Objetivo

Identificar e caracterizar as propriedades celulares e moleculares das proteinas
de alta massa molecular do citoesqueleto de Trypanosoma brucei e investigar a

importancia das mesmas na biologia dos tripanossomatideos.

2.1. Objetivos especificos

e |dentificar as proteinas gigantes do citoesqueleto de T. brucei por
espectrometria de massas;

e Produzir anticorpos especificos contra as proteinas gigantes;

e Utilizar métodos de microscopia 6tica e eletrénica para determinar a localizagao
das proteinas gigantes nos tripanossomatideos;

e Caracterizar o papel funcional das proteinas gigantes pelo modelo do RNA de

interferéncia.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Cultivo dos parasitas

Para o cultivo de T. brucei foram usadas formas tripomastigotas prociclicos
(PCF) da cepa 427 cultivados em meio SDM-79 (LGC Bio, Sdo Paulo, BRA)
suplementado com 7,5 mg/L de hemina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 10% de soro
fetal bovino (SBF) (Life Technologies — Califérnia, EUA) em estufa a 28 °C, como
descrito por BRUN e SCHONENBERGER (1979). Formas tripomastigotas
sanguicolas (BSF) foram cultivadas em meio HMI-9 (Life Technologies)
suplementadas com 20% de SBF em estufa a 37 °C e 5% de CO2 (HIRUMI; HIRUMI,
1989). Para os ensaios de RNAi foram usadas as linhagens 29-13 de PCF ou 90-13
de BSF (WIRTZ et al., 1999). As mesmas condig¢des de cultivo foram utilizadas porém
com um SBF livre de tetraciclina (Clontech, Takara Bio Company, California, EUA).

Para cultivo de T. cruzi na forma epimastigota, os parasitas foram cultivados
em meio LIT (5 g infusdo de figado (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA); 5 g triptose
(BD Biosciences); 4 g NaCl (Sigma-Aldrich); 0,4 g KCI (Sigma-Aldrich); 2 g glicose
(Sigma-Aldrich); 8 g de Na2HPO4 (Sigma-Aldrich), pH 7,2 contendo 10 mg de hemina
bovina por 1 L de solugéo) a 28 °C contendo 10% SBF e 0,1 g/L de estreptomicina e
ampicilina (Life Technologies). Para cultivo de L. major na forma promastigota, os
parasitas foram cultivados em meio LIT a 26 °C contendo 10% SBF e 0,1 g/L de

estreptomicina e ampicilina.

3.2. Extracao do citoesqueleto e do flagelo

A extragdo do citoesqueleto total e isolamento do flagelo foram realizados
segundo BAQUI et al. (2000b). Pelo menos 10° parasitas foram coletados por
centrifugacéo, lavados duas vezes com tampéo fosfato-salino (PBS) e ressuspendidos
em tampao de lise (50 mM HEPES (Sigma-Aldrich) pH 6,9; 0,1 mM EDTA (Sigma-
Aldrich); 5 mM EGTA (Sigma-Aldrich); 2 mM MgClz (Sigma-Aldrich)) contendo 1% de
detergente ndo-iénico (NP-40, Sigma-Aldrich) na presenga de inibidores de proteases

e fosfatases (2 ug/ml aprotinina (Sigma-Aldrich), 5 ug/ml antipaina (Sigma-Aldrich),
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0,5 mM PMSF (Sigma-Aldrich), 10 uM leupeptina (Sigma-Aldrich), 1 mM DTT (Sigma-
Aldrich), 0,5 mM benzamidina (Sigma-Aldrich), 1 mM NaszVO4 (Sigma-Aldrich), e 5 mM
NaF (Sigma-Aldrich)). O pellet contendo o citoesqueleto foi coletado por centrifugacao
a 10000 RPM a 4 °C por 10 minutos e lavado com PBS na presenca de inibidores de
proteases e fosfatases. Posteriormente a amostra foi tratada com 5 pg/mL de DNAse
| (Sigma-Aldrich) mais 1 mM MgCl2 em PBS durante 5 minutos no gelo. A amostra foi
centrifugada nas mesmas condi¢des citadas e o sobrenadante proveniente da lise
celular e o pellet do citoesqueleto foram coletados. Para as analises por SDS-PAGE,
foram adicionados ao pellet do citoesqueleto tampao de amostra (100 mM Tris
(Sigma-Aldrich) pH 8,0; 4% SDS (Bio-Rad Laboratories); 20% glicerol (Sigma-Aldrich);
200 mM DTT; 0,002% azul de bromofenol (Sigma-Aldrich)) na propor¢cdo de 10 uL
para cada 1x107 parasitos. Ao sobrenadante foi adicionado tampao de amostra 4X na
mesma propor¢ao citada anteriormente para o pellet. Para obtencdo da fragdo
enriquecida em flagelo, o pellet do citoesqueleto foi ressuspendido em tampéao de alta
forga ibnica (50 mM Tris pH 7,2; 1 M NaCl) contendo inibidores de proteases e
fosfatases e incubado no gelo por 45 minutos. O pellet referente ao flagelo e o
sobrenadante do citoesqueleto solubilizado foram coletados apds centrifugacao a
10000 RPM. O pellet foi ainda lavado com PBS uma vez antes de ser adicionado
tampao de amostra na mesma propor¢do usada para o citoesqueleto. Ao
sobrenadante foi adicionado tampdo de amostra 4X na mesma propor¢ao que o

sobrenadante da lise celular.

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Todas as amostras de proteina provenientes dos parasitas, lisado total ou
citoesqueleto, foram submetidas a analise por SDS-PAGE em gel de gradiente 2,5%-
12,5% acrilamida/bis-acrilamida (Bio-Rad Laboratories, Califérnia, EUA) sem o gel de
empilhamento (GRANZIER; WANG, 1993; BAQUI et al., 1996). Os géis foram corados
com Coomassie blue (Bio-Rad Laboratories) ou pelo método da coloragao por prata,
e 0 marcador utilizado em todos as analises foi a miofibrila de musculo esquelético de
coelho preparado em nosso laboratério, segundo GRANZIER e WANG (1993). A

bandas deste marcador sao referentes aos seguintes tamanhos: 3800 kDa (titina), 900
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kDa (nebulina), 205 kDa (miosina), 95 kDa (a-actinina), 43 kDa (actina) e 23 kDa
(tropomiosina).

Amostras provenientes da expressao heteréloga de proteinas em procariotos
foram submetidas ao fracionamento por SDS-PAGE (12% gel de separacéo e 4% gel
de empilhamento de acrilamida/bis-acrilamida), segundo SAMBROOK e RUSSELL
(2001). Os marcadores utilizados foram descriminados em cada experimento, e os

géis foram corados com Coomassie blue.

3.4. Producao de anticorpos policlonais

Para produgdo de anticorpos contra as proteinas gigantes, amostras do
citoesqueleto de T. brucei foram analisadas por SDS-PAGE e as bandas referentes
as regides de proteinas de alto massa molecular foram recortadas diretamente do gel.
Cada pedaco foi emulsificado em PBS e Adjuvante Completo de Freud (EMD Millipore,
Massachusetts, EUA) e injetado via subcutdnea em camundongos machos da
linhagem Balb/C de 6 a 8 semanas de idade. Em intervalos de dezoito dias o processo
foi repetido mais duas vezes utilizando-se Adjuvante Incompleto de Freud (EMD
Millipore). Dezoito dias apds a terceira imunizagdo os camundongos foram
anestesiados por via inalatéria (Isofluorano, Baxter International, lllinois, EUA) e o
sangue coletado e imediatamente processado. A amostra de sangue foi incubada por
2 horas a temperatura ambiente, seguida de incubacéo a 37 °C por duas horas e a 4
°C overnight. Posteriormente a amostra foi centrifugada 10000 RPM e o soro foi
recuperado e estocado a -20 °C. A atividade do soro foi determinada por
imunofluorescéncia e Western Blotting (WB).

Os procedimentos com animais, bem como os protocolos de manipulagéo e
sacrificio, foram aprovados pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (Protocolo
n° 014/2012) estando, portanto, de acordo com os Principios Eticos da
Experimentagcao Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) (Anexo 2).
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3.5. Imunoprecipitacao das proteinas de alta massa molecular

Para ensaios de imunoprecipitagao foi utilizada amostra de flagelo purificado
obtido como descrito no tépico de extragao de citoesqueleto e isolamento do flagelo.
O pellet do flagelo foi solubilizado na proporgéo de 500 uL de tampao por 10° parasitos
em tampao RIPA (50 mM Tris-Cl pH 8,0; 150 mM NacCl; 0,1% SDS; 0,5% deoxicolato
de sodio (Sigma-Aldrich); 1% NP-40) na presenca de inibidores de proteases e
fosfatases como descrito anteriormente. Apés 10 minutos no gelo, a amostra foi
submetida a sonicagao por trés vezes de 20 segundos a 70% de amplitude e incubada
no gelo por 30 minutos. Apos a centrifugacédo a 10000 RPM por 10 minutos a 4 °C, o
sobrenadante contendo as proteinas solubilizadas foi coletado e 200 yL desta fragcéo
foi diluida em 1 volume de tampao NETN (20 mM Tris-Cl pH 8,0, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0,5% NP-40).

Para a imunoprecipitacdo, a amostra foi incubada com anticorpo pré-imune de
camundongo (fragdo denominada pre-clear) por 1 a 2 horas a 4°C com agitagédo em
aparelho Thermomixer (Eppendorf, Hamburgo, DEU). Posteriormente foram
adicionados 30 pL de Proteina A-sepharose (GE Healthcare Life Sciences, Little
Chalfont, GRB) e a amostra foi incubada por 1 hora sob as mesmas condi¢des. Apos
centrifugacdo a 12000 RPM por 2 minutos, ao sobrenadante foi adicionado os
antissoros das proteinas gigantes (anti-PG1, 1:25; anti-PG2, 1:25; anti-FAZ10, 1:50)
e a amostra foi incubada overnight a 4 °C sob agitagdo. Entéo foi adicionado 50 L de
Proteina A-sepharose e a amostra (IP) foi incubada por 1 hora sob as mesmas
condi¢cbes. A amostra foi centrifugada a 12000 RPM por 2 minutos e o sobrenadante
foi retirado. Os pellets de Proteina A-sepharose (pre-clear e |IP) foram lavados mais
quatro vezes com tampao NETN, sendo uma delas com o tamp&o contendo 500 mM
de NaCl. Ao pellet final foi adicionado 80 pL de tampdo de amostra 2X e com

incubacao a 95 °C por 5 minutos antes de ser analisado por SDS-PAGE.
3.6. Western Blotting
As amostras proteicas analisadas inicialmente por SDS-PAGE foram

transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories) no equipamento

PowerPac HC (Bio-Rad, Califérnia, EUA) por 2 horas a 70 V em tampéao de
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transferéncia (156 mM Tris; 1,21 M glicina (Bio-Rad Laboratories)) em banho de gelo.
Apds a membrana ser corada com solugdo Ponceau S (Sigma-Aldrich) para
verificagdo do processo de transferéncia, ela foi lavada trés vezes com agua milli-Q
ou tampéo TBST (200 mM Tris; 1,37 M NaCl; 0,05% Tween20 (Sigma-Aldrich)) e
bloqueada com solugdo TBST contendo 5% de leite em p6 desnatado por 2 horas a
temperatura ambiente. Em seguida a membrana foi lavada trés vezes por 5 minutos
com TBST e incubada durante 1 hora e meia sob leve agitagdo com anticorpo primario
(Tab. 1) diluido no mesmo tamp&o. A membrana foi novamente lavada por trés vezes
com TBST antes de serincubada com o anticorpo secundario (Tab. 1) correspondente
conjugado com HRP (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) por 1 hora sob
as mesmas condi¢des anteriores. Por ultimo, a membrana foi lavada duas vezes com
TBST. A reacéo de revelagao foi realizada com o reagente ECL TM (GE Healthcare)
em sala escura e o resultado adquirido em filme fotografico Hyper-flmTM MP (GE

Healthcare).



Tabela 1: Lista dos anticorpos (primarios e secundarios) e suas diluigbes usados nos

ensaios de WB.

Nome Antigeno Diluicao Origem Referéncia
Proteinas de alta Lab. Prof.2
anti-PG1 massa molecular 1:3000 Munira M. A. Este trabalho
da Zona 1 Baqui
Proteinas de alta Lab. Prof.2
anti-PG2 massa molecular 1:1000 Munira M. A. Este trabalho
da Zona 2 Baqui
anti-BTUB B-tubulina 1:10000 SIGMA -
Lab. Prof.
anti-PFR PFR 1:1000 Dr. Sérgio -
Shenckman
B _ Lab. Prof.2
ti-FAZ10 Regido C-terminal 1:500 Este trabalh
anti- : i ste trabalho
EAZ10 Munira M. A.
Baqui
anti-EF1a EFla 1:10000 Millipore -
Lab. Dr.
anti-c-myc .
c-Myc tag 1:1000 Ramanujan -
9E10
Hegde
Anti-GST GST tag 1:10000 Millipore -
Thermo
Goat anti-IgG IgG camundongo 1:12000 Fisher -
Scientific

3.7. Imunofluorescéncia e Microscopia Confocal
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A imunofluorescéncia indireta do citoesqueleto total foi realizada como descrito

por BAQUI et al. (2000a). Os parasitas foram coletados em fase exponencial de
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crescimento, lavados duas vezes com PBS e depositados sobre laminas de vidro
tratadas com 0,01% poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). A fixagc&o foi realizada com 3,6% de
paraformaldeido (EM Sciences, Norte Vancouver, CAN) por 10 minutos e a
permeabilizagdo foi feita com 0,3% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) por 5 minutos,
ambas em PBS e a temperatura ambiente. Apds o bloqueio com 2% BSA (Sigma-
Aldrich) em PBS por 30 minutos, os parasitas foram incubados com anticorpos
primarios e em seguida com os anticorpos secundarios (Tab. 2) conjugados a
fluoréforos, sob as mesmas condigdes do bloqueio. O nucleo e o cinetoplasto foram
marcados com DAPI (Thermo Scientific) e as preparagbes foram visualizadas no
Microscoépio de Epifluorescéncia DMI4000 B (Leica Microsystems, Wetzlar, DEU,;
Laboratério do Prof. Marcelo D. Gomes, Departamento de Bioquimica, FMRP/USP)
ou no Microscéopio Confocal SP5 Leica (Laboratorio Multiusuario de Microscopia
Confocal/LMMC, Departamento de Biologia Celular e Molecular, FMRP-USP).

Para amostras provenientes dos ensaios de RNAi, com a finalidade de
visualizagdo dos fendtipos, contagem dos nucleos e cinetoplastos, avaliacédo do
destacamento do flagelo e medi¢cdo da distancia dos nucleos e cinetoplastos, os
parasitos foram depositados em Iaminas de vidro tratadas com poli-L-lisina, fixados
com 3,6% de paraformaldeido e corados com DAPI. As Iaminas foram montadas para

visualizagdo no microscopios citados acima.



Tabela 2: Lista dos anticorpos (primarios e secundarios) e suas diluicdes usados nos
ensaios de imunofluorescéncia e Microscopia Confocal.

Nome Antigeno Diluicao Origem Referéncia
Proteinas de alta Lab. Dr.2
anti-PG1 massa molecular 1:300 Munira M. A. Este trabalho
da zona 1 Baqui
Proteinas de alta Lab. Dr.2
anti-PG2 massa molecular 1:300 Munira M. A. Este trabalho
da zona 2 Baqui
Tubulina Sigma-
anti-AcetTUB 1:400 -
acetilada Aldrich
Sigma-
anti-g-TUB B-tubulina 1:500 -
Aldrich
(KOHL;
Lab. Dr.
L3B2 FAZ1 1:5 SHERWIN; GULL,
Keith Gull
1999)
Lab. Dr.
anti-PFR PFR 1:200 Sérgio -
Shenckman
Regi&o C- Lab. Dr.2
anti-FAZ10 terminal FAZ10 / 1:50 Munira M. A. Este trabalho
N-terminal Baqui
. Regigo C- Lab. Dr.?
antr terminal FAZ10 / 1:50 Este trabalh
ermina : i ste trabalho
Tb927.8.3540 Munira M. A.
N-terminal Baqui
Lab. Dr.
(MORRISWOOD
anti-TbMorn1  TbMorn1 >1:2500 Bruce
et al., 2009)
Morriswood
Tubulina
YL1/2 o 1:600 Millipore -
tirosinada
anti-myc 4E6  Myc tag 1:300 Millipore -

continua
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continuacao

Tabela 2: Lista dos anticorpos (primarios e secundarios) e suas diluigbes usados nos
ensaios de imunofluorescéncia e Microscopia Confocal.

Nome Antigeno Diluicao Origem Referéncia
AlexaFluor IgG camundongo 1:500 Life

488 / coelho ' Technologies

AlexaFluor IgG camundongo 1:500 Life

594 / coelho / rato ' Technologies

AlexaFluor Life

IgG camundongo 1:500 ] -

633 Technologies

3.8. Espectrometria de Massas

Para determinagdo da sequéncia primaria de aminoacidos por espectrometria
de massas, as zonas de interesse do gel foram recortadas e lavadas com PBS trés
vezes por 5 minutos. As amostras foram sequenciadas por Veritas Biotecnologia Ltda.,
Incubadora Supera - Campus USP em Ribeirdao Preto, Brasil.

As bandas foram submetidas a digestéo triptica para analise por espectrometria
de massas avangada segundo protocolo da empresa. Inicialmente as bandas foram
extensivamente lavadas com solugéo de 50 mM bicarbonato de aménio contendo 50%
de acetonitrila, sendo em seguida lavadas com acetonitrila 100%. Foram adicionados
25mg de DTT (GE Healthcare) para a reducdo das pontes de dissulfeto das proteinas.
Apos incubacgao por 2 horas a temperatura ambiente, a amostra foi alquilada com 75
mg de iodoacetamida (Sigma-Aldrich) por 20 minutos a temperatura ambiente no
escuro. As bandas foram ent&o secas no aparelho speed-vac e incubadas com 0,2 ug
de tripsina (Promega, Wiscosin, EUA) diluida em bicarbonato de aménio 50 mM. A
digestao foi mantida a 37°C, durante a noite. A extragcao dos peptideos resultantes foi
realizada inicialmente com solucéo de acetonitrila 50% / acido férmico 2%, seguida de
re-extracdo com acetonitrila 100% / acido férmico 2%, por 1 hora a temperatura

ambiente e sob agitagdo a cada 15 minutos.
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As amostras processadas conforme descrito acima, foram secas e analisadas
em espectrémetro de massas do tipo LTQ-ORBITRAP (Thermo-Finnigan, California,
EUA) acoplado a um sistema de cromatografia de nanoflow (LC-MS/MS), disponivel
em parceiro da Veritas no exterior. Os dados adquiridos foram automaticamente
processados pelo CPAS (Computational Proteomics Analysis System) (RAUCH et al.,
2006). Os peptideos identificados que atingiram o critério minimo de qualidade foram
entdo agrupados em proteinas, utilizando-se o algoritmo Protein Prophet e foi gerada
uma lista de identificagbes com taxa de erro inferior a 2,0%. O banco de dados
utilizado foi o TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) (ASLETT et al., 2010).

3.9. Extracao de DNA genémico

Um total de 108 parasitos foram coletados por centrifugagdo (500 g, 10 min,
4°C) e lavados com PBS por duas vezes. Posteriormente, foram ressuspendidos em
1 mL de DNAzol (Invitrogen, Califérnia, EUA) e incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, apds centrifugacdo a 13000 RPM, o
sobrenadante foi coletado, lavado com 500 pL de 100% etanol (Sigma-Aldrich), com
posterior lavagem com 70% etanol. Apés secagem o pellet foi eluido em 50uL de
tampao TE (10 mM Tris-Cl; pH 8,0; 0,1 mM EDTA).

3.10. PCR e clonagem dos vetores plasmidiais

O primeiro passo para a clonagem dos genes de interesse foi o desenho de
oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo das mesmas usando o programa
DNAStar EditSeq (Lasergene, Madinson, EUA), e os sitios de restricdo EcoRI e Xhol
foram adicionados nas sequéncias forward e reverse, respectivamente (Tab. 3).
Todos os fragmentos de interesse sdo de 750 pares de bases exceto para o
Th927.8.3540 C-terminal que possui somente 500 pares de base, devido a existéncia

de um sitio de clivagem para a trombina no final da sua sequéncia.
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Tabela 3: Lista dos oligonucleotideos iniciadores desenhados para a amplificagdo das
regides N- e C-terminais das ORFs candidatas. As bases sublinhadas e em negrito
correspondem aos sitios de restricdo EcoRI e Xhol, respectivamente.

Gene Regiao/Sentido Sequéncia 5’-3’

FAZ10 N-terminal / Forward CGGAATTCATGGCAACCGCCGAAGGCCA
FAZ10 N-terminal / Reverse GCCTCGAGGTCAGTACCGGACCTCGACC
FAZ10 C-terminal / Forward CGGAATTCAGCGAAGAGAACGCTGCCC
FAZ10 C-terminal / Reverse GCCTCGAGTCAATGGTGCGCCCACGGC

Tb927.08.3540 N-terminal / Forward CGGAATTCATGAGCTATACTAATCAGTGCG
Tb927.08.3540 N-terminal / Reverse GCCTCGAGCTTGGTCGACGACGGTTGCA

Tb927.08.3540 C-terminal / Forward CGGAATTCACAGCGCTTTCGGGAAATGACA

Tb927.08.3540 C-terminal / Reverse GCCTCGAGTCATTTGCTTTCGATTGAGGCG

A reacgdo de amplificagdo pela PCR foi realizada sob as seguintes condigdes:
tampao de amplificagcdo 10X, 10 mM de cada dNTP (desoxirribonucleotideos
fosfatados), 10mM de oligonucleotideos iniciadores (forward e reverse), 500 ng de
DNA gendmico de T. brucei, 2 unidades de Taq Polimerase (Promega) e a reacéo foi
ajustada com agua ultra pura para 50 pL. Foi usado o termociclador T100 Thermal
Cycler (Bio-Rad Laboratories) e a temperatura de pareamento foi ajustada para cada
par de oligonucleotideos e o programa padronizado foi o seguinte: 95 °C por 3
minutos, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 30 segundos, temperatura de pareamento
por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto finalizando com um passo de 5 minutos a 72
°C. Todas as amostras foram analisadas em gel de agarose 1% em tampao Tris-
acetato (40 mM Tri, pH 8,5; 2 mM EDTA; 20 mM acido acético) e brometo de etidio foi
utilizado para a visualizagdo do DNA sob luz ultravioleta. Em seguida, os produtos da
PCR foram purificados por meio do kit QlAquick PCR Purification (Qiagen, Hilden,
GER), dosados no espectrofotdbmetro BioSpectrometer Kinetics (Eppendorf,
Hamburgo, GER) e 100 ng de cada fragmento foram usados na reacao de ligagéo
para subclonagem no sistema TOPO (Invitrogen).

A reacao de ligacao foi realizada a temperatura ambiente por 15 minutos de
acordo com o fabricante e foi usada para a transformacao de bactérias DH5a calcio-
competentes. Para cada transformagdao, um tubo contendo 150 pL de bactéria

competente foi incubado com 10 uL da reacao de ligagao por 30 minutos no gelo. A
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transformacao foi feita por choque térmico incubando as bactérias por 90 segundos a
42°C seguidos de incubacéao por 2 minutos no gelo. Posteriormente foram adicionados
800 pL de meio SOC em cada tubo e as culturas incubadas a 37 °C por 90 minutos
para recuperac¢ao das bactérias e expressao do marcador de selecdo. Finalmente 150
ML de cada cultura foram plaqueadas em LB sélido contendo 50 ug/mL de ampicilina
(Sigma-Aldrich), 2% de X-Gal (Sigma-Aldrich) e 20% de IPTG (Sigma-Aldrich). Apds
16-18 horas as coldnias transformantes recombinantes foram selecionadas e
crescidas em 3 mL de meio LB liquido contendo ampicilina.

Para a retirada dos fragmentos do vetor TOPO foram realizados ensaios de
digestdo enzimatica com as duas enzimas de restricdo inseridas nos
oligonucleotideos inicialmente (EcoRI e Xhol) (Tab. 3). A reacéo foi realizada sob as
seguintes condigdes: tampéao de digestdo 10X, 5 u de cada enzima de restrigédo, 3 ug
de DNA plasmideal e o volume ajustado com agua ultra pura. A reagao foi incubada a
37 °C por 4 horas para digestdao completa do DNA e os fragmentos liberados foram
separados em gel de agarose 1 % e purificados a partir do gel através do kit QIAquick
Gel Extraction (Qiagen). O mesmo procedimento de digestdo enzimatica dupla e
purificagdo foi usado para a preparagdo do vetor pGEX-4T-1 (Fig. 12). Apds a
purificacdo, as amostras foram dosadas no espectrofotdbmetro e a reagao de ligacao
de cada fragmento no vetor foi escalonada na proporgcéo 3:1 (fragmento:vetor) em
tampéo de ligacao adicionando-se 5 u de enzima T4 DNA Ligase (Thermo Scientific).
As reagoes foram incubadas a 15 °C overnight e purificadas antes de serem utilizadas
na transformacgao de bactérias. A purificagcao foi feita do seguinte modo: primeiramente
foi adicionado 0,1 volume de acetado de sédio 3 M pH 5,5 e 3 volumes de etanol 100%
seguida de incubagdo a -20 °C durante a noite. Posteriormente a amostra foi
centrifugada a 14000 RPM por 40 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado
cuidadosamente. O pellet foi lavado com 200 pL de etanol 70% gelado (sem
ressuspender o pellet) e em seguida foi feita mais uma centrifugagcao a 10000 RPM
por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o tubo foi deixado a
temperatura ambiente até secar. Finalmente o pellet foi ressuspendido em 20 pL de
agua ultra pura e 10 uL do vetor ligado ao fragmento foram usados na transformacéao

de bactérias calcio competentes.
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(4809) Btgl BfuAI - BspMI (62)

(4761) Bsu36l EcoNI (268)

Mscl (465)

(4311) PluTI

(4309) Sfol
(4308) Narl
(4307) Kasl

(4174) Hpal
411%) EcoRV
(4079) BssHII

BamHI (530)
EcoRI (939)
TspMI - Xmal (544)
Smal (546)
Sall (949)
Accl (950)
PaeR7I - PspXI - THI - XhoI (954)
Eagl - NotI (960
Pfol (1035)

3879) Apal - Banll
(3875) PspOMI
(3849) BstEIX

PGEX-4T-1

4969 bp PIFI - Tth111X (1139)

BsaAl (1146)

Zral (1243
AatIl (1245)

Bsal (209%)
AhdI (2164)
2643) AlwNI

Figura 12: Mapa circular do vetor plasmideal pGEX-4T-1. As clonagem foram feitas na
regido poli-linker in frame com a sequéncia codante da GST.

3.11. Expressao e purificacao das proteinas recombinantes fusionadas a

GST em sistema procarioto

Os vetores pGEX-4T-1 contendo os fragmentos das proteinas de interesse
fusionadas a GST foram utilizados na transformacao de bactérias E. coli BL21star
calcio-competentes. Para padronizacdo da expressao foi realizado o seguinte
protocolo: inicialmente foi feito um pré-inéculo de uma colénia em 3 mL de meio LB
liquido contendo 50 ug/mL de ampicilina e incubado a 37 °C, overnight a 180 RPM.
Posteriormente, 500 L foram inoculados em 50 mL de LB liquido contendo ampicilina
e incubados sob as mesmas condigbes até a cultura alcangar a fase logaritmica com
OD (densidade o6tica) igual ou inferior a 0,6. Neste momento foi adicionado 0,2 mM de
IPTG a cultura e a mesma incubada por 4 horas. Ao término da incubacgao, a cultura
foi coletada, medida a sua OD e centrifugadas por 1 minuto a 10000 RPM. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em tampéo de lise (50 mM Tris-
HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,5% NP-40) gelado na proporgao de 1 mL de tampéo para
cada 10 mL de meio adicionando-se coquetel de inibidores de proteases e fosfatases
(Sigma-Aldrich). Em seguida foi adicionado 0,5 mg/mL de lisozima (Sigma-Aldrich) e
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a amostra incubada no gelo por 30 minutos antes do processo de sonicagao (70%,
pulso de 2 segundos por 1 min e 30 s). A amostra foi incubada no gelo por 30 minutos
e o processo de sonicacéo foi repetido sob as mesmas condi¢des. Finalmente as
amostras de proteinas recombinantes foram centrifugadas a 12000 RPM por 15
minutos a 4 °C e o sobrenadante separado do pellet. Foi adicionado tampé&o de
amostra nas duas fragdes, que foram posteriormente analisadas por SDS-PAGE
(12%).

3.12. Clonagem das proteinas gigantes a cauda myc

Para fusionar a cauda myc (12 c-MYC — EQKLISEEDL) na regido C-terminal das
proteinas de interesse foi utilizado o vetor plasmideal pNATx™C (Fig. 13). Este vetor
possibilita a marcagao in situ de genes com uma cauda de myc para expressao
constitutiva em T. brucei.

ATG
BSD

Nhel Stul

0
| STOP

--—] x | TAc Z‘a HYG [Fn}— - -
l

Ascl Hindlll Xbal BamH|

Figura 13: Esquema do vetor pNATX™C com os sitios de restricdo disponiveis para
clonagem do fragmento de interesse na regiao X.

O primeiro passo para a clonagem dos genes de interesse envolveu o desenho
dos pares de oligonucleotideos iniciadores especificos para amplificacao da regiao C-
terminal dos genes de interesse sem o cédon de parada. Os oligonucleotideos
selecionados para amplificacdo de fragmentos da FAZ10 e Tbh927.8.3540 estéo
descritos na Tabela 4. Os procedimentos para a PCR, purificagao das reacdes, analise
em gel de agarose, ensaios de digestao enzimatica e ligagao dos fragmentos ao vetor
foram realizados como descritos acima na secao “PCR e Clonagem dos vetores

plasmidiais”.
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Tabela 4: Lista dos oligonucleotideos iniciadores desenhados para a amplificagdo dos
fragmentos das proteinas gigantes. As bases sublinhadas e em negrito correspondem aos
sitios de restricdo Hindlll e Xbal, respectivamente.

Gene Regiao/Sentido Sequéncia 5’-3’
FAZ10:myc C-term Forward CGCAAGCTTGACAAAAAGTTCCGTGACG
FAZ10:myc C-term Reverse CGCTCTAGAATGGTGCGCCCATGGCCCT

Tb927.08.3540:myc

C-term Forward CCCAAGCTTTTCCACTTCTGCCTAATTAA

Tb927.08.3540:myc

o y Reverse CCCTCTAGATTTGCTTTCGATTGAGGC
-term

Ap0s a finalizagao da clonagem, o vetor deve ser linearizado em sitio Unico de
restricdo dentro da sequéncia clonada. Uma vez linearizado, o vetor é integrado ao
genoma do parasita por recombinagdo homologa, resultando na integracédo da
sequéncia clonada com myc no locus nativo. O procedimento de transfec¢ao das
células € o mesmo utilizado para geragao das linhagens de RNAI, descrito abaixo no

tépico “Transfecgédo do Trypanosoma brucer’.

3.13. Clonagem para silenciamento das proteinas gigantes por RNAi

Para a estratégia de silenciamento por RNAI, escolhemos 0 modelo que utiliza
o vetor plasmideal p2T7-177 (WICKSTEAD; ERSFELD; GULL, 2002) e as linhagens
29-13 (PCF) ou 90-13 (BSF) de T. brucei. O vetor p2T7-177 é caracterizado pela
presenca de promotores T7 orientados em diregao oposta, flanqueando a regidao de
clonagem e controlados pelo operador da tetraciclina (tetO) (Fig. 14A). Por sua vez,
as linhagens parentais contem vetores integrados estavelmente no seu genoma que
Sa0 necessarios para a expressao da T7 polimerase de bacteriéfago (T7RNAP) bem
como do repressor do operador da tetraciclina (tetR) (Fig. 14B-C).

Uma vez que o fragmento (de aproximadamente 500 bp) do gene de interesse
€ clonado neste vetor, 0 mesmo é linearizado em um sitio unico para Notl, o qual esta
localizado dentro da sequéncia 177-targeting. Esta sequéncia corresponde a uma
regido do genoma do T. brucei onde o vetor sera integrado. A transfeccdo dos

parasitos é feita por eletroporacéo e dentro da célula o vetor linearizado é integrado
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por recombinagdo homologa no genoma, exatamente na regido presente no vetor.
Apos a selecao dos clones transformantes positivos, o silenciamento do gene de
interesse é feito por meio da adigdo da tetraciclina ou doxiciclina ao meio de cultura.
Uma vez adicionada a cultura, a droga se liga nos dois tetR flanqueadoras do
fragmento do gene de interesse, liberando os dois promotores teto. Com isso a
T7RNAP fara a transcri¢cao bidirecional do fragmento, o qual acarretara na geragao de
fitas duplas de RNA complementares ao RNA mensageiro do gene de interesse que

sera silenciado pela maquinaria endogena do RNAi do parasita.
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Figura 14: [A] Mapa esquematico do vetor p2T7-177. O vetor contém dois promotores T7
regulados pelo operador da tetraciclina (TetO), uma regido 177 (177-targeting) com sitio
unico de clivagem por Notl, o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR), e o marcador de
selecéo fleomicina (BLEO). [B] Desenho do background genético da linhagem 29-13
contendo a T7RNAP e a TETR selecionados por NEO e HYG, respectivamente. [C]
Esquema do operador da tetraciclina: o repressor TetR se liga no sitio TetO inibindo a
transcrigdo do gene de interesse pela T7 RNAP. Na presenca de tetraciclina ou doxiciclina,
esta se liga ao repressor tetR inibindo sua ligagao ao promotor tetO que permanece livre
permitindo a transcrigao pela T7TRNAP.

O primeiro passo para a clonagem dos genes de interesse compreendeu 0 uso
da ferramenta  RNAit (http://trypanofan.bioc.cam.ac.uk/software/RNAit.html)
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(REDMOND; VADIVELU; FIELD, 2003), o qual faz a escolha da melhor regido alvo do
silenciamento além de gerar o par de oligonucleotideos especificos para amplificagéo
de um fragmento de aproximadamente 500 nucleotideos. Os oligonucleotideos
selecionados para amplificacdo de fragmentos da FAZ10 e Tb427.8.3540 estéo
descritos na Tabela 5. Os procedimentos experimentais para a PCR, purificagdo das
reacOes, analise em gel de agarose, ensaios de digestdao enzimatica e ligagao dos
fragmentos ao vetor foram realizados como descritos na se¢do “PCR e Clonagem dos

vetores plasmidiais”.

Tabela 5: Lista dos oligonucleotideos iniciadores desenhados para a amplificagdo dos
fragmentos das proteinas gigantes. As bases sublinhadas e em negrito correspondem aos
sitios de restricdo Spel e Hindlll, respectivamente.

Gene Regiao/Sentido Sequéncia 5°-3’
FAZ10 RNAI Forward CGCACTAGTCCGACCTACATACAGCGGTT
FAZ10 RNAI Reverse CGCAAGCTTTGATGAAGAGCAACGTGGAG

Tb427.08.3540
RNAi

Forward CGCACTAGTAGCACAAGTTCCGTTGCTTT

Tb427.08.3540
RNAI

Reverse CGCAAGCTTGTAGATGGCACCATAGCCGT

3.14. Transfeccao do Trypanosoma brucei

Para transformacé&o da linhagem 29-13 ou 90-13 de T. brucei com os vetores de
interesse, tanto para silenciamento por RNAi como para expressdo enddgena das
proteinas fusionadas ao myc, foram utilizados 7,5 ug de vetor linearizado para cada
eletroporacao. A cultura de tripanossomas foi mantida na fase exponencial e 3 a 6x107
células foram usadas por transfecgao. As células foram coletas por centrifugacao (500
g, 4 °C, 10 min) e lavadas uma vez com tampao Cytomix (0,1 M tampao fosfato pH
7,6; 25 mM HEPES; 2 mM EGTA; 120 mM KCI; 0,15 mM CaClz (Sigma-Aldrich); 5 mM
MgClz2; 0,5% glicose; 100 ug/mL BSA; 1 mM hipoxantina (Sigma-Aldrich)). As células

foram ressuspendidas em 500 pL de Cytomix, transferidas para cubetas de
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eletroporagao de 4 mm previamente resfriadas no gelo e entdo adicionados 5 a 10 ug
do vetor plasmideal linearizado. Imediatamente as células foram submetidas a
eletroporagao no aparelho BioRad Gene Pulser || com a seguinte configuragéo: 1500
V e 25 uF, 2 pulsos. Também foi realizada uma transfeccdo controle sem DNA.
Imediatamente, as células foram transferidas para 10 mL de meio SDM-79 pré-
aquecido (28 °C) e incubadas por 12 horas antes de se adicionar as drogas para
selecdo dos transformantes, dependendo dos vetores utilizados: G418 (15 pg/mL,
SIGMA) e Higromicina (50 pg/mL, SIGMA), Zeocina (10 pg/mL, Invitrogen) ou
fleomicina (10 pg/mL, Life Technologies), e Blasticidina (10 pyg/mL); dependendo dos
vetores utilizados. As células foram cultivadas por aproximadamente 7 dias onde se
observou uma diferenca significativa no crescimento das células transformadas em
comparacgao as células controle (transformada sem DNA). O ultimo passo foi a selegao
clonal dos transfectantes e para isso foi realizado a técnica de diluicao limitante (Fig.
15). Para cada cultura transformada, foi realizada a contagem da densidade celular e
realizada uma dilui¢ao limitante de 200 células/mL em um volume total de 20 mL de
meio condicionado (SDM-79 contendo 15% SBF e 40% de meio SDM-79 usado e
filtrado) pré-aquecido a 28 °C. Desta primeira diluigdo foram retirados 500 pL e
diluidos em 19,5 mL de meio condicionante pré-aquecido resultando em uma
concentracao de 5 células/mL. Para cada diluigao foram aliquotados 200 uL por pogo
em uma placa de 96 pocos. As placas foram seladas com Parafiim® e incubadas em
estufa a 28 ou 37 °C por duas a trés semanas para crescimento dos clones. Assim
que foi observado o crescimento dos clones por meio da mudanga de cor do meio de
cultura nos pogos da placa (Fig. 16), estes foram transferidos para placas com pogos
maiores adicionando-se meio de cultura até atingir volume suficiente para transferir

para garrafas de cultura.
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200 Céls/mL

0000000CGOOCECOE
cccccCcCcCccCcceccCccc
cccccCccCcCcceccecccc
cccecCccCcCcCccCccCccCcc
eo¢eccecececcee
eoecoeeccecceccecee
cecCcCcecCcCcecCCccc
CCCCCCCCCCCC
5 Céls/mL

ccccccCcCceccCccCcccc
ceccccccCccCccccCccCcccc
cccCccCccCcecceccececcc
ccccceccCcccCcecccec
cccceccCcccececcCccc
ceeececeeceeecec
ceeeeceecceecec
CCCCCCCCCCCC

Figura 15: Desenho experimental do método de dilui¢ao limitante. Para cada transfecgéo,
foram feitas duas diluigbes (200 células/mL e 5 células/mL) que foram plaqueadas e
incubadas em cultura por pelo menos duas semanas. Os clones isolados foram

congelados e analisados independentemente.

Figura 16: Placa de cultura de 96 pocgos apds método de diluicdo limitante das células
transfectadas. Apds 2 semanas, alguns pogos apresentaram crescimento (amarelo) e
estes clones foram transferidos para garrafas de cultura e congelados.

3.15. Preparacao do lisado celular total

Nos experimentos de indugdo do RNAI, amostras proteicas das culturas foram

obtidas por meio do lisado celular total. As células foram centrifugadas, lavadas uma

vez com tampao PBS, e ressuspendidas em tampao de amostra para analise em SDS-

PAGE no equivalente a 25 uL de tamp3o para cada 5x10° células. A amostra foi
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vortexada, aquecida a 95 °C por 5 minutos e estocadas a —20 °C até o uso. Para
ensaios de SDS-PAGE e WB, o equivalente a 5x108 células foram utilizadas por

canaleta.

3.16. Analise do ciclo celular e avaliacao da adesao flagelar

A densidade da cultura foi monitorada diariamente por meio do hemocitdmetro
(Camara de Neubauer). Para as curvas de crescimento, as culturas foram iniciadas
com 1x10° células por mL e foram diluidas para esta concentragido toda vez que
atingissem aproximadamente de 2 a 4x10° células por mL.

A analise do ciclo celular foi realizada pela contagem de células nos diferentes
estagios do ciclo celular. O preparo das amostras esta descrito na segao
“Imunofluorescéncia e microscopia confocal”. Pelo menos 300 células foram contadas
em cada ponto do experimento.

Para avaliagdo do destacamento do flagelo, as mesmas amostras utilizadas na
analise do ciclo celular foram utilizadas na contagem de células contendo flagelo
destacado ou aderido ao corpo celular. Pelo menos 300 células foram contadas em

cada ponto do experimento.

3.17. Medicoes morfogénicas

Imagens de imunofluorescéncia de células marcadas com DAPI foram
utilizadas para calcular o posicionamento dos nucleos e cinetoplastos em forma de
coordenadas, e as medigdes foram realizadas por meio do software ImagedJ (Rasband,
W.S., NIH, Bethesda, Maryland, EUA, http://imagej.nih.gov/ij/). Para este calculo,
foram utilizados somente células 2N2K (2 nucleos e 2 cinetoplastos) antes ou no inicio
do processo citocinese. Inicialmente foi tragado um eixo X conectando os nucleos
posterior e anterior. O eixo y foi tragado em cima do nucleo posterior transversalmente
ao eixo x. A partir dai foram obtidas para cada célula as coordenadas (x, y) do
posicionamento dos cinetoplastos anterior e posterior, a distdncia entre os dois
nucleos, e também o comprimento da célula. As coordenadas foram plotadas no
grafico cartesiano e o comprimento da célula e a distancia entre os dois nucleos foram

plotados como a média de todos os eventos.
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3.18. Imunomarcacao e Microscopia eletronica

Para a imunomarcagao do citoesqueleto de T. brucei, o procedimento foi
realizado segundo (ROBINSON; GULL, 1991; BAQUI et al., 1996). Os parasitas foram
depositados sobre telas de niquel cobertas com formvar-carbono e 0,01% de poli-L-
lisina por 30 minutos. Inicialmente centrifugamos 5x107 células por 5 minutos a 800 g
e foram feitas duas lavagens com PBS 1X e ressuspendidas em 500 yL do mesmo
tampao. As telas foram colocadas sobre gotas de 50 uL de parasitos por 10 minutos.
Posteriormente, as telas contendo os parasitas aderidos foram lavadas com tampéo
PEME (100 mM PIPES (Sigma-Aldrich) pH 6,9, 1 mM MgSOa4 (Sigma-Aldrich), 0,1 mM
EDTA, 2 mM EGTA) contendo 1% de NP-40 na presenca de inibidores de proteases
por 3 minutos. Este passo foi repetido uma vez e entao as grades foram fixadas com
3,7% de paraformaldeido e 0,01% de glutaraldeido em tamp&o PEME por 15 minutos.
Em seguida, as telas foram lavadas com 20 mM de glicina em PBS por 15 minutos e
bloqueadas com 2% BSA em PBS por 1 hora. Posteriormente, foram incubadas com
anticorpo primario (anti-FAZ10, 1:5 e/ou anticorpo anti-myc (coelho), 1:10 fornecido
por Dr Ramanujan Hegde, Cambridge, UK) diluido em tamp&o de bloqueio por 1 hora.
As grades foram lavadas pelo menos cinco vezes por 5 minutos com solugéo de
bloqueio e incubadas com anticorpo secundario conjugado a ouro coloidal (anti-IgG
de camundongo 6 nm, ou anti-IgG de coelho 15 nm, 1:40, EMS, Hatfield, EUA) do
mesmo modo. Apds mais 5 lavagens as telas foram refixadas com 2,5% glutaraldeido
por 15 minutos e coradas negativamente com 2% de molibdato de aménio (Sigma-
Aldrich) pH 6,9 por 2 minutos.

Para a Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) de cortes ultrafinos, os
parasitas foram fixados em 2% de glutaraldeido (Sigma-Aldrich) e 2% de
paraformaldeido em 0,1 M de tamp&o cacodilato de sédio (Sigma-Aldrich), pds fixados
em 1% tetroxido de ésmio (Sigma-Aldrich), e bloqueados com 2% de acetato de
uranila em 0,1 M de acetato de sédio (pH 5,0). As amostras foram desidratadas em
etanol, posteriormente em éxido de propileno e em seguida incubadas em resina
(Embed 812, EM Sciences). Cortes ultrafinos foram coletados em Pioloform (Ted
Pella, Redding, EUA) e grades cobertas com carbono. O contraste foi feito com
acetato de uranila e citrato de chumbo (MOREIRA, J. E. et al., 1991). As telas obtidas

nos dois procedimentos descritos acima foram observadas em microscopio eletrénico
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Philips 100XC (LMME, Laboratério Multiusuario de Microscopia Eletrénica,
Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos, Faculdade
de Medicina de Ribeirao Preto/USP) ou a 120 kV em microscopio eletrénico Tecnai
G2 (Laboratorio de Ultraestrutura Celular e Molecular, Departamento de Patologia e
Medicina Forense, Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto/USP).

Para a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) dos parasitas, o
procedimento foi realizado segundo SANT'ANNA et al. (2005). Resumidamente, as
células foram fixadas em 2,5% glutaraldeido em PBS por 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente as células foram tratadas com tetroxido de désmio e
depositas em laminas pré tratadas com poli-L-lisina. Apoés trés lavagens com PBS, as
células foram desidratadas em concentragdes progressivas de alcool (30%, 50%,
70%, 90% e 100%). A amostra desidratada foi levada para uma camara isolada e CO2
liquido foi injetado a 4 °C com posterior aquecimento até 40 °C. As amostras foram
entdo impregnadas com ouro e as imagens foram adquiridas no microscopio Jeol
JSM-6610 LV (LMME, Laboratério Multiusuario de Microscopia Eletrénica,
Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos, Faculdade
de Medicina de Ribeirdao Preto/USP).

3.19. Bioinformatica

A busca por ortdlogos das proteinas gigantes foi realizada através do banco de
dados TriTrypDB. Para analise dos padrdes de repeticdo da FAZ10, foram construidas
expressdes regulares na ferramenta RegExr v2.0 (http://www.regexr.com/) para
procurar, identificar e separar padrdes repetitivos nas sequencias obtidas. A
similaridade entre as sequencias foi analisada por BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (ALTSCHUL et al., 1990) e para o alinhamento
usamos o Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (SIEVERS et al.,
2011). A analise filogenética foi realizada no programa MEGA4 (TAMURA et al., 2007)
e a arvore foi obtida usando o método de Neighbor-joining com 5000 replicagdes
bootstrap, segundo GALETOVIC et al. (2011). As sequencias consenso foram
representadas por logos produzidas pelo WebLogo version 2.8.2
(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) (CROOKS et al.,, 2004). Para analise da
estrutura das proteinas foram usados os programas COILS (LUPAS; VAN DYKE;
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STOCK, 1991), CDD (Conserved Domain Database) (MARCHLER-BAUER et al.,
2013), e TMHMM (KALL; KROGH; SONNHAMMER, 2004).
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4. Resultados

4.1. Deteccao das proteinas gigantes no citoesqueleto de T. brucei

A identificacdo das proteinas gigantes de T. brucei foi realizada inicialmente
fracionando o citoesqueleto que € bastante estavel, apds a lise do parasita com
detergente. As amostras do citoesqueleto de prociclicos de T. brucei foram analisadas
em gel de gradiente linear (2,5% a 12,5%) de poliacrilamida (SDS-PAGE); onde foi
observado a presenca de proteinas de alta massa molecular dividas em duas zonas
de baixa mobilidade eletroforética (Fig. 17A). A Zona 1 representa as bandas de
proteinas com baixa mobilidade no gel, correspondendo aos tamanhos aproximado
de 2000-4000 kDa. As bandas da Zona 2 possuem proteinas que migram no gel com
tamanho aproximado de 500 kDa. Estes valores da massa molecular sdo baseados
na migragao da titina presente na miofibrila e que usamos de rotina no laboratério (Fig.
17A).

Posteriormente, produzimos anticorpos contra as bandas de proteinas de alta
massa molecular. As bandas foram cortadas do gel e usadas para a imunizagao de
camundongos e producdo de soros policlonais. Estes soros foram utilizados em
analises por WB para determinagao da especificidade dos mesmos, e em ensaios de
imunofluorescéncia para determinar a localizagao celular das proteinas gigantes em
T. brucei. Os soros produzidos foram chamados de anti-PG1 e anti-PG2, de acordo
com as bandas recortadas do gel (Fig. 17B). Como observado, os soros produzidos
foram capazes de reconhecer as bandas referentes as suas respectivas zonas do gel
em ensaios de WB sendo que os mesmos apresentaram boa reatividade e

especificidade quando usados contra amostras do citoesqueleto total de T. brucei.
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Figura 17: Proteinas gigantes do citoesqueleto total de T. brucei PCF analisado por SDS-
PAGE. [A] Foi adicionado em cada canaleta a quantidade de proteina referente a 1-3x107
parasitos. M - marcador proveniente da miofibrila de musculo esquelético de coelho.
Corado com Coomassie blue. [B] WB da amostra do citoesqueleto usando anti-PG1 ou
anti-PG2 e revelado com peroxidase HRP conjugado ao anticorpo secundario.

Posteriormente, fizemos um isolamento de diferentes fracbes da preparacao do
citoesqueleto (Fig. 18A). Para se obter o citoesqueleto total dos parasitas €
necessaria a utilizacdo de um tampao de lise contendo detergente. Apds centrifugacao
obtivemos o pellet do citoesqueleto (P1) e a fragdo soluvel em detergente do lisado
celular (S1). O citoesqueleto foi entdo solubilizado em tampéo de alta forga iénica (S2)
e com isso o flagelo (P2) foi isolado desta fragdo (Fig. 18A). Estas amostras foram
analisadas por SDS-PAGE (Fig. 18B). A partir disto, foi realizado o WB destas fragcdes
para avaliar em qual delas se encontrariam as proteinas reconhecidas por anti-PG1 e
anti-PG2. Como observado, anti-PG1 reconheceu bandas na fragcado P1 e P2, além da
marcacao de uma banda na fragao S2. Nao foi detectada marcacgao na fracdo S1 por
anti-PG1 (Fig. 18C). Enquanto isso, anti-PG2 reconheceu proteinas na regido de
500kDa correspondentes a Zona 2 n as fragcdes do citoesqueleto P1 e P2, além de

duas bandas de aproximadamente 95 kDa na fragcdo S1 (Fig. 18D).
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Figura 18: Deteccao das proteinas de alto peso molecular nas fragdes do citoesqueleto
de T. brucei. [A] Representagdo basica do protocolo de obtencdo das fragdes do
citoesqueleto. [B] SDS-PAGE em gel de gradiente 2,5%-12,5% das fragbes do
citoesqueleto. M — marcador, S1 — sobrenadante da lise celular, P1 — citoesqueleto, S2 —
fragcdo soluvel em 1M NaCl, F1 — flagelo. Corado com Coomassie blue. [C-D] WB das
amostras produzidas em [B] usando anti-PG1 ou anti-PG2.

Para ensaio de imunoprecipitacao (IP) foi necessario solubilizar o citoesqueleto
em condicdes nao desnaturantes. Para isso, solubilizamos o citoesqueleto em tampao
RIPA seguido de sonicagéo, e o sobrenadante (soluvel) foi utilizado para a IP. Foi
realizado WB para comprovar a solubilidade das proteinas do citoesqueleto inclusive
das proteinas de alta massa molecular (Fig. 19A). A amostra soluvel foi utilizada para
imunoprecipitagdo usando os antissoros anti-PG1 e anti-PG2, na qual ambos
imunoprecipitaram as proteinas especificas correspondentes as bandas detectadas

por WB (Fig. 19B). Anti-PFR e anti-BTUB foram usados como controle das fragbes

solubilizadas.
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Figura 19: Avaliagédo da reatividade e especificidade dos antissoros produzidos contra as
proteinas de alta massa molecular. [A] Solubilizacdo do citoesqueleto total de T. brucei
para ensaio de imunoprecipitagdo. WB foi utilizado para confirmar a solubilizagdo das
proteinas usando anticorpos contra as proteinas gigantes (anti-PG1 e anti-PG2), proteina
do bastao paraflagelar (anti-PFR) e B-tubulina (anti-TUB). [B] WB da imunoprecipitagdo
das proteinas gigantes usando anti-PG1 e anti-PG2.

4.2. Localizacao celular das proteinas gigantes de T. brucei

Nos ensaios de imunolocalizacdo do citoesqueleto nas formas prociclicas e
sanguicolas de T. brucei, os soros anti-PG1 e anti-PG2 marcaram regides celulares
especificas. Anti-PG1 marcou a regiao de adesao flagelar, local entre o corpo do
parasita e o flagelo, estendendo-se desde a base do flagelo no BF até sua porgao
distal, porém a marcagao é ausente na ponta livre do flagelo (Fig. 20A). Por sua vez,
anti-PG2 apresentou marcacéao especificamente adjacente ao cinetoplasto (Fig. 20B).
Em ambos os casos, a marcagao esta presente nas estruturas duplicadas durante a
divisao celular (Fig. 20A, B).
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Figura 20: Distribuicdo celular das proteinas gigantes no citoesqueleto de T. brucei.
Imunofluorescéncia indireta das proteinas de alta massa molecular usando anti-PG1 ou
anti-PG2 (verde) visualizado por microscopia confocal [A] ou microscépio de
epifluorescéncia [B]. DAPI (azul) foi usado para marcar os nucleos e cinetoplastos. DIC,
contraste de interferéncia diferencial. Barras = 5 ym.

As marcagdes observadas nas formas sanguicolas apresentaram a mesma
distribuicdo visualizadas nas formas prociclicas do parasita. O anti-PG1 marcou a
regido de adesao flagelar, localizada entre o flagelo e o corpo celular, enquanto anti-

PG2 marcou uma regido adjacente ao cinetoplasto (Fig. 21).
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Figura 21: Imunofluorescéncia do citoesqueleto de T. brucei BSF usando anti-PG1 ou anti-
PG2 (verde) visualizados por microscopia de epifluorescéncia. DAPI (azul) foi usado para
marcar nucleo e cinetoplasto. Barra = 5 ym.

Com o objetivo de investigar detalhadamente a distribuicdo das proteinas
gigantes no citoesqueleto evidenciadas pelos dois anticorpos, realizamos ensaios de
imunofluorescéncia com dupla marcacao entre os antissoros policlonais produzidos
contra as proteinas de alta massa molecular (anti-PG1 e anti-PG2) e os anticorpos
especificos contra estruturas especificas do citoesqueleto de T. brucei. No caso de
anti-PG1 que marca na zona de adeséo flagelar, utilizamos anti-tubulina acetilada,
para visualizarmos os microtubulos do axonema e corpo celular, ou anti-PFR para
visualizarmos o PFR. A marcacao de anti-PG1, embora distribuida ao longo do flagelo
nao se co-localiza com os microtubulos do axonema nem do corpo celular situando-

se entre estas duas estruturas (Fig. 22A). Por sua vez, o anti-PFR também néo
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apresenta co-localizagédo com a anti-PG1 apesar da distribuicdo ser préxima (Fig.
22B). Detalhadamente, a analise por microscopia confocal da marcacéo tripla entre
estes trés anticorpos (anti-PG1, anti-PFR e anti-AcetTUB) revelou que anti-PG1 esta
distribuida entre o PFR e os microtubulos subpeliculares do corpo celular (Fig. 22C,
D). Esta disposigao indica que anti-PG1 marca a regidao da zona de adesao flagelar,
uma vez que a marcagao entre anti-PG1 e L3B2 (FAZ1) se co-localizam (Fig. 22E).
Para anti-PG2 que apresenta uma distribuicdo adjacente ao cinetoplasto,
avaliamos a sua distribuicdo em relagao aos anticorpos anti-MORN1, especifico para
a proteina TbMorn1 situada no bilobe, e ao anticorpo YL1/2, o qual em T. brucei
identifica um agregado de tubulina tirosinada presente na regidao do TCA do flagelo. A
marcacao de anti-PG2 esta localizada entre o cinetoplasto e TbMorn1 (Fig. 23A, B).
Quando foi feito a dupla marcacéao utilizando o anticorpo YL1/2, podemos observar a
co-localizagdo entre os dois anticorpos, o que sugere que anti-PG2 marca
exclusivamente proteinas do complexo de adesao tripartido ou TCA, responsavel por
conectar a base do flagelo ao cinetoplasto por meio de fibras que atravessam a

membrana do bolso flagelar e citosol até a membrana da mitocéndria (Fig. 23C, D).
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Figura 22: Anadlise por microscopia confocal do citoesqueleto de T. brucei. [A-B]
Imunofluorescéncia do citoesqueleto marcado com antissoro anti-PG1 e anti-AcetTUB
(tubulina acetilada) ou anti-PFR (PFR). Os nucleos e os cinetoplastos foram marcados
com DAPI. Barra = 7,5 yM. [C-D] Imunofluorescéncia tripla da distribuicdo da marcagao
dos anticorpos usados em A e B com avaliagdo da distribuicdo de fluorescéncia na
estrutura. A distribuigdo da fluorescéncia corresponde ao segmento demarcado pela reta
xzy. DAPI foi usado para visualizar os nucleos e os cinetoplastos. [E] Imunofluorescéncia
do citoesqueleto de T. brucei marcado com anti-PG1 (PG1) e L3B2 (FAZ1). Os nucleos e
os cinetoplastos foram marcados com DAPI. Barra = 7,5 pM.
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Figura 23: Analise por microscopia confocal do citoesqueleto de T. brucei
Imunofluorescéncia do citoesqueleto marcado com antissoro anti-PG2 (verde) e anti-
Morn1 (TbMORN1, vermelho) [A, B] ou YL1/2 (tubulina tirosinada, vermelho) [C, D]. Os
nucleos e os cinetoplastos foram marcados com DAPI (azul). Barra = 10 yM [A, C]l e 5 uM
[B, D].
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4.3. Caracterizacao dos anticorpos anti-PG1 e anti-PG2 contra proteinas

gigantes de outros tripanossomatideos

Analisamos se os anticorpos anti-PG1 e anti-PG2 apresentam reatividade
cruzada contra as proteinas gigantes em outros tripanossomatideos (Trypanosoma
cruzi e Leishmania major). O anticorpo anti-PG1 ndo possui reatividade cruzada
contra as proteinas do citoesqueleto de T. cruzi e L. major tanto por WB quanto por
imunofluorescéncia (Fig. 24A, C). Por outro lado, o anticorpo anti-PG2 reconheceu
uma banda especifica na fragado soluvel (S) do lisado total de T. cruzi. Adicionalmente,
a imunofluorescéncia em T. cruzi revelou uma distribuicdo de anti-PG2 adjacente ao

cinetoplasto, semelhante ao observado em T. brucei (Fig. 24B, C).
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Figura 24: Analise da reatividade cruzada dos antissoros anti-PG1 e anti-PG2 em T. brucei
(Tb) T. cruzi (Tc) e L. major (Lm). [A] WB das amostras do citoesqueleto usando anti-PG1.
[B] WB das amostras do lisado total (S, fragao soluvel; P, pellet) usando anti-PG2. [C]
Imunofluorescéncia do citoesqueleto usando anti-PG1 ou anti-PG2 (verde) visualizados
por microscopia de epifluorescéncia. DAPI (azul) foi usado para marcar os nucleos e
cinetoplastos. Barras = 10 uym.
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4.4. Identificacao das proteinas gigantes por espectrometria de massas em

T. brucei

As proteinas de alta massa molecular correspondentes as Zona 1 e Zona 2
(Fig. 17) foram cortadas diretamente do gel de eletroforese e enviadas para
determinacao de sua sequéncia primaria parcial através da espectrometria de massas
(MS) e identificagdo no banco de dados. A analise revelou um numero significativo de
proteinas candidatas, todas com alto valor de confiabilidade (> 0,8; taxa de erro menor
que 2%). As proteinas foram listadas em ordem decrescente de abundéncia (estimada
pela contagem de peptideos totais e unicos obtidos por proteina). Para a busca da
identidade das proteinas gigantes pelo perfil de peptideos obtidos, o resultado foi
cruzado com o banco de dados do TriTrypDB e as sequéncias com peptideos
correspondentes foram listadas (Tabs. 6 e 7). A maioria das proteinas sé&o
desconhecidas ou ainda nao foram caracterizadas, com excecado daquelas em que
foram encontradas referéncias na literatura sobre sua fungao em tripanossomatideos
(Tabs.6e 7).



Tabela 6: Lista dos genes de T. brucei obtidos na analise por espectrometria de massas
a partir da banda do gel referente a Zona 1 das proteinas de alta massa molecular. MM —
massa molecular; Pep. tot. — peptideos totais; Pep. un. — Peptideos unicos.

MM Replicata 1 Replicata 2
GENE ID Descricao Referéncia
(kDa) Pep. Pep. Pep. Pep ¢
tot. un. tot. uan.
MORRISWOOD
Tb927.7.3330 (
Tb427 073330 502 278 76 306 87 FAZ10 etal., 2013)
Este trabalho.
Proteina
Tbg972.8.3230 685 S
(Tb927.8.3540) (105) 249 80 239 83 hipotética, Este trabalho
conservada
Tb427tmp.57.0008 822 90 36 118 39 ClpGMS6 (HA;EZ‘;‘ al.,
Tb427.10.11080, .
Tbg972.10.13390 115 73 20 71 19 Antigeno 117 Este trabalho
Tbg972.5.1560, Proteina
Tb427.05.1120, 295 29 13 26 13 hipotética, Este trabalho
Tbh927.5.1120 conservada
Proteina
Tbh427.10.10360, associada aos
Tb927.10.10360 39 28 5 26 5 microtubulos, Este trabalho
hipotética
Proteina,
Tbg972.4.2000 1422 22 22 22 19  hipotética Este trabalho
(fragmento),
pseudogene
Th427.08.4780,
Tb927.8.4780, 468 15 8 16 8 FLAM3 (R(ZTUEOI?%J et
Tbg972.8.4590 v
Hidina
Tb427.06.3150 ’ (DAWE et al.
’ 501 15 10 16 11 componente ’
Tbg972.6.2940 flagelar 2007)
Proteina
Tbh427.10.15750 197 15 31 23 30 hipotética, Este trabalho
conservada
Tb927.11.10660, Proteina
Tb427tmp.01.2430, 450 6 4 7 4 hipotética, Este trabalho
Tbg972.11.11950 conservada
Tbg972.9.450, Proteina
Tb09.160.0650, 479 5 3 6 4 hipotética, Este trabalho
Tb427tmp.160.0650 conservada
Tb427.07.7400, Proteina
Tb927.7.7400, 247 - - 5 3 hipotética, Este trabalho
Tbg972.7.8700 conservada
Tb427.04.870, C:S:;:‘ da
Tb927.4.870, 510 5 2 - - gineina Este trabalho
Tbg972.4.670 P
hipotética
Tb427.10.970, Proteina
Tbh927.10.970, 203 6 3 3 3 hipotética, Este trabalho
Tbg972.10.1070 conservada
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Tabela 7: Lista dos genes de T. brucei obtidos na analise por espectrometria de massas
a partir da banda do gel referente a Zona 2 das proteinas de alta massa molecular. MM —
massa molecular; Pep. tot. — peptideos totais; Pep. un. — Peptideos unicos.

PM Replicata 1
Gene ID (kDa) Pep. Pep. Descricéo Referéncia
a
tot. uan.

Tb927.11.8160, . o
Tb427tmp.01.0390, 474 310 117 Cj‘t‘;fi'j‘opesada de dineina, Este trabalho
Tbg972.11.9320 P
Tb427.02.5270, .
Tb927.2.5270, 486 266 109 gﬁ'g?g’ébrago interno da (WEI et al., 2014)
Tbg.972.2.3300

TbDNAH10, dineina F cadeia (SPRINGER et al.,
Tbg972.4.670 527 257 M osada alfa 2011)
Tb427.07.920 468 238 gg  |DIAD5-1, cadeia pesada de (WEI et al., 2014)

dineina do axonema, putativo
Tb427tmp.01.3010, TbIADS5-2 brago interno da
Tbg972.11.12540 480 238 9% dineina (WEl etal., 2014)
Tbg972.8.2990, . o
Tb427.08.3250, 535 235 105 Cadeia pesada da dineina, Este trabalho
Tb927.8.3250 P
Tb427.10.5350, Cadeia pesada de dineina
Tb927.10.5350, 474 222 9 utaﬁvop ' Este trabalho
Tbg972.10.6530 P
Tb427.08.4780, (ROTUREAU et
Tbg972.8.4590 468 63 26 FLAMS3, membro flagelar 3 al., 2014)
$E3§;t2mﬂﬁ242?82 434 53 33 Proteina hipotética, conservada Este trabalho
Tb427.06.3150, o (DAWE et al.,
Tbg972.6.2940 501 46 28 Hidina, componente flagelar 2007)
Tb927.3.930, . - (MONNERAT et
Tbg972.3.580 531 37 30 Cadeia pesada de dineina al., 2009)
Tb927.11.3250, Cadeia pesada de dineina
Tb427tmp.02.0760, 531 31 24 utaﬁvop : Este trabalho
Tbg972.11.3620 P
Tb427.10.2880, ) "
Tb927.10.2880, 303 19 14 P;?:;U‘aa de canal de calcio, Este trabalho
Tbg972.10.3590 P
Tb427.10.15730, Dominio SPRY/Repeti¢des de
Tb927.10.15730 383 15 10 Ankyrin, putativo Este trabalho
Tbg972.4.2000 1422 14 g  Proteina, hipotética (fragmento),  pqio trapaing

pseudogene
Tbg972.11.17330,
Tb427tmp.01.7095, 178 11 5 Proteina hipotética Este trabalho
Tb927.11.15450
Tbg972.11.1180,
Tb11.47.0036,
Tb427tmp.47.0036, 822 90 36 ClpGMS6, proteina do tipo (HAYES et al.,
Tb11.57.0008, calpaina GM6 2014)

Tb427tmp.57.0008,
Tbg972.11.1200
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4.5. Caracterizacao in silico das proteinas gigantes da Zona 1

Em seguida, focamos na caracterizagéo das proteinas gigantes da Zona 1 (Fig.
17 e Tab. 6). Como estratégia inicial, baseamos no numero de peptideos obtidos na
analise de espectrometria de massas e no tamanho predito em massa molecular para
a escolha de trés proteinas candidatas (Tab. 6). Foram escolhidas as proteinas
Tb927.7.3330 ou FAZ10, Tb927.8.3540 (Tbg972.8.3230) e Th427tmp.57.0008 ou
ClpGM6. Esta ultima foi descartada posteriormente devido a sua recente
caracterizagao celular por HAYES et al. (2014).

Para investigar as propriedades moleculares da FAZ10, nos baseamos no
banco de dados do TriTrypDB. A FAZ10 possui uma sequéncia de 13005 pares de
bases localizados no cromossomo 7 e codifica para uma proteina gigante (PM = 502
kDa, pl 4.62). A estrutura desta proteina é caracterizada por uma regidao N-terminal,
um primeiro dominio coiled-coil (CC), uma regiao central, um segundo dominio coiled-
coil (CC) e uma regidao C-terminal (Fig. 25A). Além disso, a FAZ10 contém 52
repeticoes quase idénticas de 35 aminoacidos distribuidos nas duas regides distintas
da proteina (Fig. 25A-C). Ortdlogos do género Trypanosoma, exibiram o mesmo
padrao de repeticdo porém com variagdo na quantidade de nucleotideos e de
repeticdes. Ainda, estes padrbes apresentaram uma divergéncia de até 57% entre as
espécies (Fig. 25B). As duas regides repetitivas sao exclusivamente coiled-coil, como
predito pelo programa COILS (LUPAS; VAN DYKE; STOCK, 1991) e analises pela
ferramenta CDD (Conserved Domain Database) (MARCHLER-BAUER et al., 2013)
predisseram estruturas semelhantes as caudas de miosina para estas regides.
Adicionalmente, analises por TMHMM (KALL; KROGH; SONNHAMMER, 2004) nao

detectaram nenhuma hélice transmembrana ou outro motivo de importancia relevante.
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Figura 25: Propriedades moleculares da proteina gigante FAZ10. [A] Representacao
esquematica da estrutura da FAZ10. Ela apresenta uma regido C-terminal (N-term), duas
regides coiled-coil (CC) separadas por uma regiao central e uma regidao C-terminal (C-
term). [B] Representacdo da sequéncia repetitiva consenso presente nas proteinas
gigantes de tripanossomas. [C] FAZ10 de T. brucei apresenta um unico ortélogo em outras
espécies de Trypanosoma. As caixas representam regides repetitivas dentro da sequéncia
e ao lado esta representado o tamanho e niumero destas sequencias.

Para a segunda candidata, o resultado do sequenciamento detectou uma
proteina gigante de T. brucei gambiense (Tbg972.8.3230, 685 kDa). Entretanto, por
motivos de disponibilidade do organismo e biosseguranga, e de ferramentas de
biologia molecular, realizamos os experimentos em T. brucei (Tb927.8.3540), em que
a respectiva proteina possui massa molecular predita de 105 kDa. Estruturalmente,
Th927.8.3540 possui um peptideo sinal de ancoragem transmembrana conservado
sendo que todo o restante da proteina apresenta um dominio nao citosolico, o que
indica que estd exposto extracelularmente. Ortélogos detectados em outros
tripanossomatideos apresentam semelhangas estruturais apesar de uma divergéncia
na similaridade entre as sequéncias (Fig. 26). Além disso, nenhum dominio descrito

ou conhecido foi identificado como semelhante aos dominios de Th927.8.3540.
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Figura 26: Analise comparativa da sequéncia da proteina gigante Tb927.8.3540 de T.
brucei com seus respectivos ortdlogos. Essa proteina possui um peptideo sinal de
ancoragem transmembrana, e um dominio C-terminal ndo citosdlico. Os ortélogos
encontrados em outros parasitas apresentam estruturas semelhantes como mostrado pelo

alinhamento das sequéncias.
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4.6. Clonagem e producao de anticorpos contra as proteinas candidatas

Para a caracterizagcdo das proteinas gigantes acima citadas, clonamos as

regides (N-) amino e (C-) carbdxi terminal de cada uma das candidatas escolhidas no

vetor plasmideal pGEX-4T-1 para expressao em sistema procarioto. Em seguida, a

purificagdo da proteina recombinante, a qual é facilitada pela adicao de uma tag inicial

de GST, foi realizada em coluna de glutationa. Como estratégia, foram desenhados

pares de oligonucleotideos iniciadores especificos para a amplificacdo destas regides

com adicao de sitios de restricdo unicos para facilitar a clonagem direcionada no vetor

pGEX-4T-1 (Tab. 3). A correta inser¢cado dos fragmentos no vetor foi confirmada por

digestdo enzimatica (Fig. 27), sequenciamento das construgdes, e verificagdo da

insercao no mesmo quadro de leitura com a sequéncia codante para a GST.
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Figura 27: Confirmacdo das clonagens no vetor pGEX-4T-1. O gel mostra bandas
correspondente aos tamanhos das regides N- e C-terminal da FAZ10 e Tb927.8.3540. A
reacao de digestao enzimatica foi realizada com duas enzimas de restricdo (EcoRI e Xhol)
e as reagbes foram analisadas em gel 1% agarose. Brometo de etidio foi utilizado para
visualizagdo do DNA. O padrao utilizado foi o 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

Posteriormente, os vetores clonados foram usados na transformacao de
bactérias E. coli BL21star para a expressao das respectivas construgdes. Todas as
construgcbes foram expressadas apods indugdo com 0,2 mM de IPTG (Fig. 28).
Somente a porgao C-terminal da FAZ10 permaneceu na fracdo soluvel do lisado
celular, enquanto as demais permaneceram na fracao insoluvel. Adicionalmente, a
confirmacao da expressao das proteinas recombinantes fusionadas a GST também
foi feita por WB utilizando anticorpo anti-GST (Fig. 29).
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Figura 28: Expressdo das proteinas recombinantes fusionadas a GST. Lisado total
(soluvel e insoluvel) de E. coli induzida com ou ndo com IPTG. Setas indicam as bandas
resultantes da inducdo. Os géis foram corados com Coomassie blue. Canaletas: M,
Marcador; Ins., Fragao insoluvel; S., Fracao soluvel.
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Figura 29: Confirmagao da expresséao das proteinas recombinantes fusionadas a GST em
sistema procarioto. WB usando anti-GST (1:10000) e anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo. N-term, N-terminal; C-term, C-terminal.

A construgcdo C-terminal soluvel da GST-FAZ10 foi purificada usando-se uma
coluna de afinidade de Glutationa-sepharose (Fig. 30). A proteina recombinante
purificada foi injetada em camundongos Balb/C para a produgédo do antissoro como
descrito no tépico “Producédo de anticorpos policlonais” (Material e Métodos). Para
todas as construgdes que apresentaram-se insoluveis, a proteina recombinante foi
recortada diretamente do gel e injetada em camundongos Balb/C para a produgéo de

antissoro especifico para cada uma destas proteinas.
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Figura 30: Purificacdo de GST-FAZ10 C-terminal. [A] Andlise por SDS-PAGE das fragdes
da purificagao por coluna de afinidade da proteina GST-FAZ10 C-terminal visualizado com
Coomassie blue. [B] WB da proteina recombinante usando anti-GST. Canaletas: M -
marcador, Oh-2h - lisado sem ou com indugao por IPTG, E1-3 - fragbes de eluigdo da
purificagao.
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4.7. Caracterizacao dos anticorpos contra as proteinas candidatas do

citoesqueleto de T. brucei

Os antissoros produzidos contra as regides N- e C-terminais de cada proteina
candidata foram utilizados para a avaliar a localizagdo de cada uma em amostras do
citoesqueleto de T. brucei. Como observado, as marcagcdes para as proteinas
selecionadas apresentaram uma distribuicdo similar ao que foi visto para o antissoro
policlonal anti-PG1 produzido inicialmente (Fig. 31). Esta regido é denominada FAZ e
compreende uma estrutura entre o corpo celular e o flagelo, que vai desde o bolso
flagelar na porgao posterior até a por¢ao anterior da célula mas nao na ponta livre do
flagelo. Nenhuma marcacéao foi observada para o antissoro da regido N-terminal da
FAZ10 (Fig. 31A).

w

A

Th927.8.3540

N-terminal
N-terminal

C-terminal
C-terminal

Figura 31: Distribuigdo celular das proteinas gigantes do citoesqueleto de T. brucei.
Imunofluorescéncia indireta utilizando o anticorpo especifico (1:50) produzido em
camundongo contra as regides N- e C-terminais da FAZ 10 [A, verde] e Tb927.8.3540 [B,
verde]. Nucleos e cinetoplastos foram marcados com DAPI (azul). Barras =10 pym.

Adicionalmente, anti-FAZ10 (C-terminal) foi utilizado para investigar em qual
fracao do citoesqueleto esta presente a proteina FAZ10. A analise de WB das fracbes
do citoesqueleto revelou que a FAZ10 esta fortemente associada ao flagelo apos

solubilizagdo com 1M NaCl (Fig. 32).
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Figura 32: Fracionamento do citoesqueleto de T. brucei e analise de WB utilizando
anticorpo anti-FAZ10, anti-PFR e anti-BTUB. S1, fragdo soluvel do lisado celular; P1,
citoesqueleto total; S2, fragéo soluvel do citoesqueleto; P2, flagelo isolado.

Além disso, o anticorpo anti-FAZ10 apresentou alta especificidade ao
imunoprecipitar a proteina FAZ10 (Fig. 33). A confirmacédo da imunoprecipitagéo foi
verificada por WB (Fig. 33).

Coloragéao por Prata WB
Pre
kDa Input clear IP

FAZ10

205

Figura 33: Imunoprecipitacdo da proteina FAZ10. Imunoprecipitagdo realizada com o
anticorpo anti-FAZ10, visualizada pelo método de coloracdo por prata e confirmada por
WB usando anti-FAZ10. IP, imunoprecipitacao.
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4.8. Clonagem e geracao das linhagem para expressao das proteinas

gigantes fusionadas a cauda myc

Para auxiliar nos experimentos de microscopia em analises de co-localizacéo
e ensaios de WB, utilizamos a estratégia de acoplar a tag myc a regido C-terminal das
proteinas gigantes FAZ10 e Tb927.8.3540 para obter linhagens expressando
constitutivamente FAZ10:myc e Tb927.8.3540:myc. Fragmentos de 900 bp da regiao
C-terminal sem o codon de parada foram amplificados (Fig. 34A, C), clonados no vetor

pNAT-myc e confirmados por digestdo enzimatica (Fig. 34B, D).
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Figura 34: Fusdo da cauda myc as proteinas gigantes. Clonagem de 900 bp da regiéo c-
terminal sem o cédon de parada da proteina FAZ10 [A, B] e Tb927.8.3540 [C, D]. Os
fragmentos (setas) foram amplificados por PCR [A, C], subclonados no vetor pNAT, e a
clonagem foi confirmada por digestdo enzimatica [B, D].

ApoOs a clonagem, os vetores foram linearizados em sitio unico e transfectados
no parasita, como descrito no tépico “Transfecgéo do Trypanosoma brucei’ (Materiais
e Métodos). A confirmacgao da correta insergao e expressao da tag foi feita por WB e
imunofluorescéncia. As linhagens obtidas foram capazes de expressar
constitutivamente as proteinas fusionadas a cauda myc, como mostrado por WB (Fig.
35A, C) e porimunofluorescéncia (Fig. 35B, D). Embora a proteina FAZ10 apresentou
a mesma localizagdo que sua forma nativa, a proteina Tb928.8.3540 perdeu sua

distribuicdo ao longo do FAZ (Fig. 35D).
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Figura 35: Confirmagéo das linhagens expressoras das proteinas gigantes fusionadas a
cauda myc. [A, C] WB do lisado total de T. brucei 29-13 PCF utilizando anti-myc, anti-
FAZ10 e anti-PFR nas linhagens 29-13 e FAZ10:myc [A] ou Tb927.8.3540:myc [C]. [B, D]
Imunofluorescéncia do citoesqueleto de T. brucei utilizando anti-myc. DAPI foi utilizado
para marcar o nucleo e cinetoplasto. Barras = 5 ym.

Em seguida, para detalhar a localizagdo de FAZ10, realizamos a imunomarcagao
do citoesqueleto de células da linhagem FAZ10:myc utilizando anti-myc e anti-FAZ10.
Os dois anticorpos marcaram igualmente a estrutura especifica entre o corpo celular
e o0 PFR, referente a zona de adesao flagelar. Esta marcagcdo correspondeu aos
botdes de adesao que existem neste local. Estes botbes possuem aproximadamente
30 nm de espessura e estao distantes aproximadamente 122 nm entre si ao longo de
todo o FAZ (Fig. 36).
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Figura 36: Imunomarcacao do citoesqueleto de T. brucei PCF. As células FAZ10:myc
foram preparadas e marcadas com anti-FAZ10 e anti-myc. Os anticorpos secundarios
conjugados a particulas de ouro utilizados foram anti-IgG de camundongo (15 nm) e anti-
IgG de coelho (6 nm). Setas indicam a distribuicdo coincidente de anti-FAZ10 e anti-myc.
Barras = 100 nm.

4.9. Clonagem dos vetores para estudo por RNA de interferéncia

Com o objetivo de caracterizar o papel funcional das proteinas gigantes na
biologia do T. brucei, utilizamos o modelo de knockdown do gene de interesse por
meio do mecanismo de RNAIi presente neste organismo. Neste modelo € usado a
linhagem celular 29-13 de T. brucei e um vetor plasmideal chamado p2T7-177 (Fig.
14A). Inicialmente utiizamos o programa RNAit para gerar os pares de
oligonucleotideos utilizados para a clonagem dos fragmentos no vetor p2T7-177 (Tab.
5). Os fragmentos amplificados correspondem a regides de aproximadamente 500 bp
presentes nas sequencias codantes da FAZ10 e da Tb927.8.3540. Ambos os pares
funcionaram corretamente amplificando apenas o fragmento de interesse (Fig. 37A).

Apods a purificagdo dos fragmentos, os mesmos foram digeridos com enzimas de
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restricdo especificas e ligados ao vetor p2T7-177. A clonagem foi confirmada por
digestdo enzimatica (Fig. 37B) e sequenciamento de nucleotideos. Os vetores foram
linearizados em sitio Unico para a enzima Notl (Fig. 37C) antes de serem usados na
transfeccdo dos parasitas por eletroporagcao nos parasitas, como descrito no tépico

“Transfecgédo do Trypanosoma brucei’ (Materiais e Métodos).
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Figura 37: Clonagem dos fragmentos de FAZ10 e Th927.8.3540 para ensaio de RNAI. [A]
Amplificagdo por PCR dos fragmentos dos genes da FAZ10 (1) e Tb927.8.3540 (2) com
tamanhos de 575 e 429 bp (setas), respectivamente. [B] Confirmagéo da clonagem dos
fragmentos (setas) no vetor p2T7-177 por digestao enzimatica. (1) p2T7-177+FAZ10; (2)
p2T7-177+ Tb927.8.3540. [C] Linearizagdo dos vetores com enzima Notl. (1) p2T7-
177+FAZ10, (2) p2T7-177+FAZ10 linearizado, 3 - p2T7-177+Tb927.8.3540 e 4 - p2T7-
177+Tb927.8.3540 linearizado.

Nos experimentos descritos abaixo, para cada uma das proteinas gigantes
estudadas (FAZ10 ou Tbh927.8.3540) foram geradas linhagens capazes de expressar
constitutivamente a proteina de interesse acoplada a cauda myc (FAZ10:myc ou
Tb927.8.3540:myc), e/ou de permitir o silenciamento da proteina de interesse por
RNAIi (FAZ10:myc RNAI ou Tb927.8.3540:myc RNAI).

4.10. Caracterizacao funcional da proteina FAZ10

O silenciamento da FAZ10 em células PCF FAZ10 RNA: foi realizado através
da indugao por doxiclina por tempos determinados, e apos 72 horas de indugao, os
niveis proteicos desta proteina diminuiram quase que totalmente, como mostrado por
WB (Fig. 38A). Consequentemente, houve o desaparecimento da marcacéo de anti-

FAZ10 apéds o silenciamento, como visualizado por imunofluorescéncia (Fig. 38B).
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O primeiro passo para caracterizar o fenétipo decorrente do silenciamento da
FAZ10 foi estudar a morfologia destas células através de microscopia de campo claro
de células fixadas e marcadas com DAPI para visualizagdo dos nucleos e
cinetoplastos (Fig. 39). Observagdes apos a inducdo do RNAi foram mostradas na
Figura 37, como (1) o destacamento parcial ou total do novo flagelo da célula filha em
formacado (Fig. 39A-B, D-H), (2) o posicionamento incorreto dos pares de
cinetoplastos e nucleos apds a duplicagdo dos mesmos (Fig. 39A, C-D), (3) erro na
definicado do plano de clivagem das células filhas (4) (Fig. 39D-G) e um aumento
expressivo na quantidade de células multinucleadas ou com numero de
nucleo/cinetoplasto diferente da usual, bem como no aparecimento de células

anucleadas contendo apenas 1 cinetoplasto, chamadas zoids (Fig. 39G-I).
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Figura 38: Confirmagédo do silenciamento da FAZ10. [A] WB usando anti-FAZ10 em
extrato total de T. brucei PCF em diferentes tempos apds a indugdo do RNAI. PFR foi
usado como controle de carregamento. [B] Imunofluorescéncia indireta de citoesqueleto
de T. brucei PCF usando anti-FAZ10 em células sem inducdo (-dox) ou 96 horas apds
indugao (+dox) do RNAI. Barras = 10 ym.



94

5um

Figura 39: Imunofluorescéncia de células silenciadas para a proteina FAZ10. As células
foram fixadas e coradas com DAPI para visualizagdo do nucleo e cinetoplasto. Todas as
imagens representam células aberrantes observadas a partir de 24 horas apés a indugao
do silenciamento.

Para detalhar as consequéncias do silenciamento da FAZ10 para a célula,

avaliamos a curva de crescimento celular apés a indugdo do RNAI, e a propor¢ao de
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células contendo as diferentes quantidades de nucleos e cinetoplastos. As células
induzidas para o silenciamento da FAZ10 cresceram menos do que as células
controle, mostrando que a FAZ10 é necessaria para a proliferagao celular (Fig. 40A).
Quando avaliamos as quantidades de nucleos (N) e cinetoplastos (K) nas células,
observamos que houve um aumento consideravel na propor¢édo de células ON1K
(zoids), que sao células anucleadas que contém somente um cinetoplasto (Figs. 39F-
G, 40B). Células 2N1K e 1NOK, ou com diferente acumulo incorreto de DNA, também
apresentaram um leve crescimento na populagdo apds a indugdo do RNAI (Fig. 40B,
Outro).

3= —— . dox
- -=- +dox
S
=2
O — 2
(&) E :
o= ‘
T o .
g - g K
2 X 1 ' ’
w 4 X
< A3 ‘:
[ 4
a 45 ’/0
0 T T T T —T 1
0 5 10 15

Tempo de indugdo (dias)

,.
T

Oh

24h
48h
72h
96h

+ dox

10000

Proporcao de células (%)
s

1N1K 1N2K 2N2K ON1K 2N1K 1NOK Outro

Figura 40: Avaliacdo do silenciamento de FAZ10 em T. brucei PCF. [A] Contagem diaria
da densidade celular de células induzidas (+dox) ou ndo (-dox) para o silenciamento da
FAZ10. [B] Contagem da propor¢ao de células contendo diferentes quantidades de nucleo
(N) e cinetoplasto (K) antes e ap6s a indugdo do RNAi da FAZ10.

O destacamento do flagelo como defeito decorrente do silenciamento de FAZ

(Fig. 41) foi investigado durante o tempo de inducéo e este fendtipo foi quantificado
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através da contagem da proporgao de células contendo problemas na adesao flagelar.
Aproximadamente 20% da populagdo de células induzidas apresentaram algum
defeito na adeséo flagelar como o destacamento total ou parcial do mesmo (Fig. 41A).
O numero de células contendo o flagelo totalmente destacado do corpo celular foi o
fendtipo mais observado apdés a inducdo (Fig. 41B). Para investigar se o
destacamento do flagelo estaria relacionado com o aparecimento das células zoids
(ON1K) na cultura induzida, avaliamos a adeséo flagelar de células 2N2K que estavam
se dividindo e que estavam gerando os zoids (Fig. 41C). A andlise revelou que o
destacamento do flagelo ndo é a Unica causa responsavel pelo erro durante a diviséo
celular, visto que cerca de 75% das células 2N2K que estavam prestes a formar zoids

apresentavam o flagelo aderido ao corpo celular (Fig. 41D).
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Figura 41: Avaliacdo da adesao flagelar em células PCF de T. brucei silenciadas para
FAZ10. [A] Proporgao de células com defeitos na adesao flagelar apds a indugao do RNA..
[B] Tipos de destacamento flagelar durante as primeiras 48 horas de inducédo do
silenciamento da FAZ10. [C] Imagem de célula 2N2K prestes a se dividir. DAPI foi usado
para marcar nucleos e cinetoplastos. Barra =5 um. [D] Proporgao de células 2N2K prestes
a gerar zoids, contendo ou nao defeito na adeséo flagelar.
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Para verificar se os defeitos observados na adesao flagelar ocorreram como
consequéncia de uma ma formagao de estruturas do citoesqueleto, analisamos as
proteinas FAZ1 e PFR, das estruturas do FAZ e PFR, respectivamente. Nenhuma
alteracdo na distribuicdo destas proteinas foi observada, indicando que a falta da

FAZ10 nao impediu a formagao das estruturas flagelares (Fig. 42).
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Figura 42: Imunofluorescéncia do citoesqueleto de T. brucei PCF. Células da linhagem
FAZ10 RNAI induzidas (+ dox) ou controle (- dox) foram marcadas com anti-FAZ1 [A] ou
anti-PFR [B] para visualizagdo da zona de adesédo flagelar e do bastdo paraflagelar,
respectivamente. DAPI foi usado para marcar nucleos e cinetoplastos. Barras = 10 ym.

Para investigar se os defeitos na adeséo flagelar ocorreram como consequéncia
de alguma ma formagédo do citoesqueleto flagelar, a ultraestrutura flagelar e sua
ligacao ao citoesqueleto de microtubulos através do FAZ foi analisada por microscopia
eletrénica de transmissao (MET) de cortes ultrafinos de parasitas silenciados ou nao
para a FAZ10. Aas imagens revelaram um aumento na distancia entre o dominio
proximal do PFR e o filamento do FAZ intracelular (Fig. 43A). A medi¢cao da separagao
entre estas duas estruturas revelou um aumento médio de 36% (p <0,001) na disténcia
entre as mesmas (Fig. 43B). Adicionalmente, observamos células em divisdo cuja
estrutura do axonema-PFR de um dos flagelos ndo estava mais orientada
corretamente como nas células controle ou selvagem (Fig. 43C). A contagem deste
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evento revelou que aproximadamente 20% das células apresentavam um flagelo com
orientacdo oposta (Fig. 43D). Como visto, uma das estruturas flagelares estava
direcionada incorretamente, o que poderia ocorrer como consequéncia de uma fraca
adesao flagelar causada pelo silenciamento de FAZ10. Além destes efeitos, o arranjo

dos microtubulos subpeliculares também apresentaram desorganizacao (Fig. 43E).
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Figura 43: Silenciamento de FAZ10 afeta a organizagéo da estrutura flagellar. [A] MET de
secoes transversais ultrafinas de células de T. brucei controle, ndo induzidas ou induzidas
para o silenciamento da FAZ10. O colchete marca a distancia entre o filamento do FAZ e
o dominio distal do PFR. Barra = 100 nm. [B] Grafico da distancia (nm) entre o filamento
do FAZ e o dominio distal do PFR (one-way ANOVA *** P < 0.0001). [C] Imagens dos
flagelos duplicados de células selvagem (WT), células FAZ10 RNAI ndo induzidas (-dox)
ou induzidas (+ dox) com doxiciclina. Setas indicam a orientagdo da estrutura AXO-PFR.
Barra = 500 nm. [D] Propor¢cdo de células contendo flagelos duplicados na mesma
orientagao ou orientagao oposta, como visto em [C]. [E] MET de células FAZ10 RNAi PCF
apos 96 horas de indugdo mostrando os flagelos opostos e desorganizagdo dos
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microtubulos subpeliculares (seta branca). AXO, axonema; PFR, bastao paraflagelar; MtQ,
quarteto de microtubulos do FAZ. Barra = 500 nm.

Um segundo efeito observado em células FAZ10 RNAI induzidas foi o
posicionamento incorreto dos nucleos (N) e cinetoplastos (K) durante a divisédo celular.
Normalmente, em formas prociclicas o cinetoplasto e o nucleo se dividem e os pares
destas organelas duplicadas reposicionam-se alternadamente (K anterior, N anterior,
K posterior, N posterior) a medida que o flagelo cresce e o sulco de clivagem se forma
(Fig. 44).
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Figura 44: Desenho esquematico de T. brucei PCF durante a progresséo do ciclo celular
com énfase para a duplicagdo e posicionamento dos nucleos (N) e cinetoplastos (K).
Elaborado pelo autor.

Este reposicionamento dos nucleos e cinetoplastos foi avaliado em células 2N2K
por meio do rastreamento das coordenadas da posigdo de cada organela em relagao
ao N posterior. Esta analise revelou que a linhagem silenciada para a FAZ10
apresentava de forma geral uma perda no posicionamento normal dos pares de
cinetoplastos e de nucleos em relagcdo as células controle (Fig. 45A). Este
reposicionamento incorreto dos pares N e K levou a formacao de diferentes fendtipos
nas células induzidas, apresentando diferentes configuragdes no posicionamento
destas organelas (Fig. 45B).
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Figura 45: Posicionamento dos nucleos e cinetoplastos em células PCF silenciadas para
a FAZ10. [A] Grafico de coordenadas da posi¢gdo dos cinetoplastos (K posterior e K
anterior) e do N anterior (circulo cinza claro) em relagdo ao N posterior em células 2N2K
controle (-dox) ou induzidas (+dox). Os posicionamentos dos N e K foram medidos como
descrito nos Materiais e Métodos. [B] Proporgédo dos diferentes fenétipos de N e K em
células 2N2K induzidas (+dox) ou ndo (-dox) com doxiciclina, visualizadas por DAPI. n >
90 por experimento. Barra =5 uym.

Outro defeito fenotipico observado decorrente do silenciamento da FAZ10 foi a
falha na ingressao do sulco de clivagem em células 2N2K durante a citocinese. Apos

a inducao do RNAI, cerca de 55% das células em divisdo apresentavam um sulco de
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clivagem iniciado em local errado, ocasionando a divisdo incorreta das células filhas)
(Fig. 46A, B). A nossa hipbtese para este evento era de que o destacamento do
flagelo fosse o principal responsavel pela ingressao incorreta do sulco de clivagem
durante a citocinese. Enquanto em células ndo induzidas (-dox) a maioria das
clivagens incorretas durante a citocinese sao decorrente da falta da adesao do flagelo,
em células 2N2K silenciadas para a FAZ10, a maioria (~68%) apresentavam flagelo
aderido ao corpo celular durante a diviséo celular (Fig. 46 C, D). Isto sugere que
apenas a falta de FAZ10 ja é suficiente para causar o erro na ingressao do sulco de

clivagem durante a citocinese.
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Figura 46: FAZ10 é necessaria para o correto insergao do sulco de clivagem em T. brucei
PCF. [A] Proporcéo de células 2N2K (-dox ou + dox) durante a citocinese com sulco de
clivagem correto ou incorreto. n > 70 células/experimento. [B] Imagem de célula induzida
marcada com DAPI mostrando o posicionamento aberrante do sulco de clivagem. Barra =
5 um. [C] Proporcao de células 2N2K com defeito na adeséo flagellar correlacionado com
a presenca ou auséncia do sulco de clivagem incorreto em células com ou sem indugao
do RNAI. n > 50 células/experimento. [D] Imagem de célula 2N2K induzida marcada com
DAPI (azul) mostrando o posicionamento aberrante do sulco de clivagem com o flagelo
aderido ao corpo celular. Barra =5 um.
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Adicionalmente, a divisdo incorreta durante a citocinese foi analisada através da
marcacgao dos microtubulos do citoesqueleto de células 2N2K com anticorpo anti-3-
tubulina confirmando os dados anteriores (Fig. 47A). Também foi observado que o
sulco de clivagem ingressou em local incorreto e seccionou o nucleo anterior (Fig.
47A). Através de microscopia eletrénica de varredura (MEV), a formacgao e ingressao
do sulco de clivagem foram observadas com maiores detalhes. Em células n&o
induzidas, a dobra de divisdo se forma a partir de uma invaginagdo da membrana do
corpo celular (i) com a ingressao do sulco de clivagem no sentido anterior-posterior
(i) (Fig. 47B). Em células silenciadas para FAZ10, a definicdo do local de invaginagao
incorreto resulta em uma divisdo completamente assimétrica das células filhas (Fig.
47B). Em alguns casos foi possivel observar células sofrendo uma citocinese
alternativa, no sentido da regido posterior para a regido anterior (Fig. 47C).

Estes dados indicam que FAZ10 participa no mecanismo de definigdo do local
de insergao do sulco de clivagem durante a citocinese e a falta desta proteina afeta o
processo de citocinese por meio do posicionamento incorreto das organelas (N e K) e

pela formagao em local incorreto do sulco de clivagem.
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Figura 47: [A] Microscopia confocal do citoesqueleto de células 2N2K marcadas com anti-
B-TUB e DAPI com evidéncia para o posicionamento incorreto do sulco de clivagem em
células induzidas com doxiciclina. Inset/seta branca mostra o detalhe do sulco de clivagem
cortando o N anterior. Barra = 5 pym. [B-C] Imagens de MEV de células induzidas ou nio
com doxiciclina. As imagens representam a formagéo da dobra de divisao (i) e a ingressao
do sulco de clivagem (ii), indicado pelas pontas de setas. Barra = 2 ym.

Para investigar a fungado da FAZ10 em formas sanguicolas (BSF) de T. brucei,
nés geramos a linhagem FAZ10:myc RNAI. Esta linhagem expressa constitutivamente
a FAZ10 acoplada a tag myc e permite a indugéo do silenciamento desta proteina pelo
modelo ja descrito para PCF. A inducdo do silenciamento em BSF resultou no
deplegcdo da FAZ10:myc a partir de 48 horas de tratamento com tetraciclina, como
mostrado por WB e imunofluorescéncia (Fig. 48A, B). De maneira semelhante a PCF,
a FAZ10 esta localizada na estrutura do FAZ da célula (Fig. 48B). O knockdown da

FAZ10 também impediu o crescimento destas células a partir de 24 horas apds a
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inducéo (Fig. 48C), o que resultou no acumulo de células com tamanho e forma celular
aberrante (Fig. 48D) e também com defeitos na adeséo flagelar (Fig. 48D). Defeitos
na adesdo desta organela foram contabilizados e aumentaram com o tempo de
indugdo do silenciamento chegando a aproximadamente 30% da populacédo (Fig.
48E). Ao avaliarmos as células para acumulo de DNA, podemos notar um aumento
significativo de células multinucleadas (Outro) a partir de 24 horas de indugao (Fig.
48F, G). Como em PCF, células zoids (ON1K) foram observadas, mas neste caso
decorrentes da divisdo prematura de células 1N2K que ainda nao tinham completado
a mitose (Fig. 48H).
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Figura 48: Silenciamento da FAZ10 em T. brucei BSF. [A] WB usando anticorpo anti-
FAZ10 em lisado celular total de células nao induzidas (-tet) ou induzidas (48 e 96 horas,
+ tet) das linhagens FAZ10:myc e FAZ10:myc RNAI. Anti-EF1a foi usado como controle.
[B] Imunofluorescéncia de citoesqueleto de células FAZ10:myc RNAI n&do induzidas (- tet)
ou induzidas (+ tet) usando anticorpo anti-myc. DAPI foi utilizado para marcar nucleos e
cinetoplastos. Barra =5 um. [C] Curva de crescimento acumulativa de células FAZ10 RNAI
na presenga (+ tet) ou auséncia (- tet) de tetraciclina. [D] Células FAZ10 RNAi marcadas
com DAPI apéds indugdo com tetraciclina. Setas indicam o flagelo totalmente ou
parcialmente destacado. Barra = 5 ym. [E] Quantificacdo de células FAZ10 RNAi com
flagelo destacado apds indugao do silenciamento com tetraciclina. n > 500 células/ponto.
[F-G] Quantificagdo dos nucleos (N) e cinetoplastos (K) em células FAZ10 RNAI antes e
durante indugdo com tetraciclina. n > 150 células/ponto. [H] Epifluorescéncia de células
induzidas coradas com DAPI apés 8 horas de indugao com tetraciclina. Barra = 5 ym.
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4.11. Caracterizacao funcional da proteina gigante Th927.8.3540

O primeiro passo apos a obtengao da linhagem Tb927.8.3540:myc RNAI, foi a
realizacdo do fracionamento do citoesqueleto para deteccdo da proteina
Tb927.8.3540. A analise de WB realizada usando anti-myc revelou que
Tb927.8.3540:myc esta presente no citoesqueleto total (P1) associada aos
microtubulos subpeliculares devido a sua propriedade de ser completamente
solubilizada apés tratamento com tampéao de alta forga i6nica (Fig. 49). Nenhuma

marcacao foi observada na facao do flagelo (P2).
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Figura 49: Analise de WB de amostras do fracionamento do citoesqueleto da linhagem
expressora de Tb927.8.3540:myc utilizando anticorpo anti-myc.

Posteriormente, o silenciamento da Tb927.8.3540 foi confirmado por WB e
imunofluorescéncia. Os niveis proteicos desta proteina diminuiram apds 48 horas de
inducdo porém a inducado por tempo prolongado nao foi suficiente para silenciar
totalmente a expressao desta proteina (Fig. 50A). A imunofluorescéncia da proteina
Tb927.8.3540:myc revelou uma distribuigdo por todo o corpo celular (Fig. 50B). A
perda da localizagao na regiao flagelar, como foi visto para os anticorpos produzidos
contra as regides N- e C-terminais de Tb927.8.3540, pode ser explicado pela presenga
da cauda myc. Além disso, a inducao do silenciamento foi suficiente para eliminar a

marcag¢ao com anti-myc nas células (Fig. 50B).
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Figura 50: Silenciamento da Tb927.8.3540 em T. brucei PCF. [A] WB contra a cauda myc
fusionada a Th927.8.3540 em extrato total de T. brucei PCF em diferentes tempos apés a
indugdo do RNAIi. A B-Tubulina foi usada como controle de carregamento. [B]
Imunofluorescéncia indireta de citoesqueleto de T. brucei PCF usando anti-myc em células
sem indugéo (-dox) ou 96 horas apds indugéo (+dox) do RNAI. Barra = 10 uym.

Para caracterizar do fendtipo avaliamos a proliferacdo celular apés a inducéo
do silenciamento. A falta de Tb927.8.3540 foi suficiente para inibir a proliferacéo
celular ap6s algumas passagens da cultura (Fig. 51A). A contagem dos N e K
revelaram que as células silenciadas apresentaram pouco acumulo de DNA ou
separacgao incorreta dos mesmos. Cerca de 15% da cultura apdos 96 horas de indugao
apresentaram quantidades incorretas de N e K (ON1K, 2N1K, 1NOK e Outro) (Fig.
51B).
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Figura 51: Avaliacéo do silenciamento da Tb927.8.3540 em T. brucei PCF. [A] Contagem
diaria da densidade celular de células induzidas (+dox) ou controle (-dox) para o
silenciamento. [B] Contagem da proporgao de células contendo diferentes quantidades de
nucleos (N) e/ou cinetoplastos (K) antes e apds a indugédo do RNA..

Para observar o fenétipo decorrente do silenciamento da Th927.8.3540, foram
realizadas analises por microscopia de campo claro de células fixadas e coradas com
DAPI para visualizagao do nucleo e cinetoplasto. O principal efeito decorrente do
silenciamento desta proteina foi modificagdo morfoldégica das células prociclicas
tripomastigotas alongadas em células com formas arredondadas semelhante a formas
amastigotas ou endomastigotas (Fig. 52A). Apdés a quantificagdo dessas células
arredondadas, observamos que aproximadamente 35% da populagao adquiriram esta

morfologia apés a inducdo do RNAI (Fig. 52B).
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Figura 52: Efeito do silenciamento de Tb927.8.3540 em T. brucei PCF. [A]
Imunofluorescéncia de células silenciadas para a proteina Tb927.8.3540. As células foram
fixadas e coradas com DAPI para visualizagdo do nucleo e cinetoplasto. As imagens
representam células controle (- dox) e células induzidas (+ dox) observadas apds 96 horas
de indugdo do silenciamento. Barra = 10 uym. [B] Proporgédo de células na cultura que
apresentaram formato arredondado ou esférica.

Ao observamos citoesqueletos de células induzidas através da marcacao da [3-
tubulina por imunofluorescéncia (Fig. 53), vimos que a célula encurtou seu tamanho
(i e ii), o citoesqueleto de tubulina dobrou sobre si mesmo (iii e iv), e o flagelo diminuiu

de tamanho internalizando-se (v e vi) (Fig. 53).
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Figura 53: Imunofluorescéncia do citoesqueleto de T. brucei PCF silenciado para
Tb927.8.3540. O anticorpo anti-BTUB (verde) foi utilizado para marcar os microtubulos
subpeliculares e DAPI (azul)foi utilizado para marcar nucleos e cinetoplastos. Barra = 10
pm.

Posteriormente, avaliamos a integridade de estruturas do citoesqueleto nas
células silenciadas para Tbh927.8.3540. Utilizamos os anticorpos L3B2 e anti-PFR para
avaliar a presenca do FAZ e do PFR nestas células. A marcacao para a FAZ1 presente
na zona de adeséo flagelar foi perdida ou sua distribuicao ficou bastante reduzida nas
células apds a indugao do silenciamento (Fig. 54). O mesmo efeito foi observado para

o PFR, com uma marcagéo ausente ou menor nas células arredondadas (Fig. 55).
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Figura 54: Imunofluorescéncia do citoesqueleto de T. brucei PCF induzidos (+dox) ou
controle (-dox) para o silenciamento da proteina Tb927.8.3540. O anticorpo L3B2 foi usado
para marcar a FAZ1 (verde) e DAPI foi usado para marcagéo dos cinetoplastos e nucleos
(azul). Barra =10 pm.
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Figura 55: Imunofluorescéncia do citoesqueleto de T. brucei PCF induzidos (+dox) ou
controle (-dox) para o silenciamento da proteina Tb927.8.3540. O anticorpo anti-PFR foi
usado para marcar PFR (verde) e DAPI foi usado para marcagédo dos cinetoplastos e
nucleos (azul). Barra = 10 ym.
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Analises por MET revelaram que células induzidas apresentaram uma forma
arredondada sem o flagelo aderido lateralmente (Fig. 56A). Neste caso, as células
também apresentaram o axonema formado intracelularmente, com a estrutura
paraflagelar ausente (Fig. 56A, setas). Adicionalmente, flagelos extracelulares, foram

observados com o PFR e o FAZ ausentes (Fig. 56B) indicando a possivel falha na

formacgao destas estruturas.

Figura 56: Microscopia eletrbnica de transmissdo de cortes ultrafinos de T. brucei
silenciados para a proteina gigante Tb927.8.3540. [A] Corte transversal de uma célula
esférica com o flagelo extracelular adjacente ausente. No detalhe, a presenga do axonema
formado intracelularmente (1 e 2, setas brancas) sem a estrutura paraflagelar. Barra = 1
pum. [B] Corte transversal de flagelos, aderidos (esquerda) ou nao (direita) ao corpo celular,
sem a estrutura paraflagelar. Barra = 100 nm.



114

Ao analisar detalhadamente estas células silenciadas por MEV, observamos
dois tipos de transformagao que ocorreram nas células. A primeira, em que o flagelo
da célula induzida se torna internalizado e a célula gradualmente se torna
arredondada (Fig. 57A), e uma segunda onde o flagelo se destaca totalmente do
corpo flagelar da célula e permanece aderido somente pela porgéao proximal enquanto

a célula adquire o formato arredondado (Fig. 57B).

A

Figura 57: MEV de células Tb927.8.3540 RNAI induzidas. E possivel observar diferentes
estagios de modificacdo da morfologia celular com o flagelo internalizado [A] ou externo e
destacado do corpo celular [B]. Barra = 1 ym.
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5. Discussao

5.1. Propriedades moleculares das proteinas gigantes

Proteinas de alta massa molecular comegaram a ser estudadas a partir dos
primeiro trabalhos que descreveram componentes do musculo estriado de
vertebrados, geralmente associados ao citoesqueleto e com fungao essencial para o
funcionamento dos sarcémeros (WANG, K.; MCCLURE; TU, 1979; WANG, K,
WILLIAMSON, 1980; WANG, K., 1984). Em todos os géneros da familia
Trypanosomatidae foi demonstrada a ocorréncia de proteinas de alta massa
molecular, e esta nova classe de proteinas, similar ao que se tem descrito para a
familia das titinas, pode exercer fung¢des cataliticas especificas bem além de somente
um papel estrutural (BAQUI et al., 2000a; BAQUI et al., 2000b). N&do se deve
desconsiderar, porém, que estas diferengas podem estar relacionadas com o estagio
do ciclo de vida e adaptacdes celulares de cada espécie de protozoario. Com base
nisto, este trabalho teve como proposta principal a identificacdo e caracterizagcao das
proteinas de alta massa molecular presentes no citoesqueleto de T. brucei.

A andlise das proteinas do citoesqueleto de T. brucei por SDS-PAGE em gel
de gradiente permitiu resolver as proteinas de alta massa molecular. Esta abordagem
ja foi utilizada para estudar proteinas gigantes de diversos tripanossomatideos (RUIZ-
MORENO et al., 1995; BAQUI et al., 1996; BAQUI et al., 2000a; BAQUI et al., 2000b)
e eucariotos superiores (WANG, K., 1982; GRANZIER; WANG, 1993). Atualmente as
ferramentas moleculares para sequenciamento e bancos de dados do genoma
completo de diversos organismos tem auxiliado na determinagdo de caracteristicas
gerais das diferentes proteinas, incluindo o tamanho do gene. Entretanto, como visto
neste trabalho, apesar do banco de dados TriTrypDB indicar uma massa predita para
as proteinas gigantes de T. brucei, as andlises de eletroforese mostraram que as
proteinas aqui estudadas na verdade possuem massa molecular superior ao que foi
indicado. No caso da FAZ10, este tamanho chegou a ser 4 vezes maior.

Os resultados de SDS-PAGE, WB e imunoprecipitagdo revelaram que as
proteinas gigantes migraram como um par de bandas de baixa mobilidade
eletroforética. Isto ja foi descrito para outras proteinas de tripanossomatideos
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sugerindo que este comportamento deve ser uma caracteristica comum de proteinas
de elevado peso molecular (BAQUI et al., 1996; BAQUI et al., 2000b; VAUGHAN et
al., 2008; HAYES et al., 2014; MOREIRA, B. P. et al., 2016, sob revisdo, Anexo 3).
No nosso caso, uma vez que todos os procedimentos para extrair o citoesqueleto e
as etapas subsequentes para isolar os flagelos foram conduzidos na presenca de
varios inibidores de proteases e fosfatases, podemos excluir a possibilidade de que
essas bandas adicionais s&o produtos da degradagéo durante o processo de extragao.
Ainda assim, nao se pode descartar a possibilidade de que as duas ou mais bandas
poderiam representar diferentes modificagcbes pods-traducionais decorrentes da
sintese proteica. Outra explicagdo seria o fato de que isso poderia representar
variagéo alélica devido a heterogeneidade no numero de repeticdes dentro das suas
sequéncias (KOHL; SHERWIN; GULL, 1999; VAUGHAN et al., 2008).

Recentes avangos em técnicas de sequenciamento, proteoma e analises em
larga escala permitiram um rapido avang¢o na identificagdo e caracterizagdo de
componentes do citoesqueleto de T. brucei (BERRIMAN et al., 2005; EL-SAYED et
al., 2005b; BROADHEAD et al., 2006; ZHOU et al., 2010; URBANIAK; GUTHER,;
FERGUSON, 2012; GHEIRATMAND et al., 2013; SUBOTA et al., 2014; SUNTER et
al., 2015b). Inicialmente, a ferramenta molecular que nos permitiu estudar as proteinas
gigantes foram os anticorpos policlonais produzidos por nés em camundongos. E
necessario realcar que anticorpos comerciais especificos para tripanossomatideos
nao estao disponiveis no mercado. Além disso, ja foi descrito para outras proteinas
de alta massa molecular relacionadas ao citoesqueleto dos tripanossomatideos, que
a presenca do alto numero de motivos repetitivos em suas sequéncias primarias
tornam essas proteinas bons imunoégenos (MULLER et al., 1992; COTRIM et al., 1995;
BAQUI et al., 1996; VAUGHAN et al., 2008; GALETOVIC et al., 2011).

5.2. Distribuicao celular das proteinas gigantes

O citoesqueleto dos tripanossomatideos € uma estrutura celular altamente
estavel e composta de proteinas essenciais para os diversos processos celulares.
Os microtubulos subpeliculares formam o arcabouco do corpo celular, enquanto o
flagelo € uma organela mecanosensoéria ligada ao longo de todo o corpo celular

através de uma estrutura especializada formada por filamentos que medeia a adeséao,
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denominada zona de adesao flagelar ou FAZ (ROBINSON et al., 1995; GULL, 1999;
SUNTER; GULL, 2016). O flagelo € a maior estrutura do citoesqueleto e de alta
complexidade molecular, além de ser composto por mais de 300 proteinas diferentes,
das quais a maioria ainda ndo foram completamente caracterizadas (LANGOUSIS;
HILL, 2014). Além disso, diversas outras proteinas conectam os principais
componentes do citoesqueleto entre si, de forma semelhante ao que fazem os
filamentos intermediarios nas células de eucariotos superiores (KOSTER et al., 2015).

Varios estudos de identificacdo e caracterizacdo de proteinas de alta massa
molecular mostraram que estas se localizam principalmente nas regides de conexao
dos elementos do citoesqueleto (RUIZ-MORENO et al., 1995; BAQUI et al., 1996;
BAQUI et al., 2000a; VAUGHAN et al., 2008; GALETOVIC et al., 2011; ESSON et al.,
2012; SUNTER et al., 2015a). Estas regides compreendem o flagelo, o FAZ, e o bolso
flagelar; locais estes constituidos majoritariamente de proteinas responsaveis pela
organizacao e regulacao do citoesqueleto. Estas observagdes sao reforgadas pelos
nossos dados de espectrometria de massas das proteina, onde identificamos algumas
proteinas ja conhecidas e que estdo localizadas nestas estruturas (HAYES et al.,
2014; ROTUREAU et al., 2014; SUNTER et al., 2015a). Outro exemplo, € o complexo
tripartido que conecta a regiao proximal do flagelo ao cinetoplasto (OGBADOQY]I;
ROBINSON; GULL, 2003), onde foi mostrada a marcagdo com o anticorpo anti-PG2.
Adicionalmente, a semelhancga na distribuicdo da marcacao de anti-PG1 e anti-PG2
entre as formas prociclicas e sanguicolas do T. brucei indicam que estas proteinas
sao elementos importantes do citoesqueleto independentemente da forma do ciclo de
vida do parasita. Por ultimo, anti-PG1 e anti-PG2 apresentaram alta especificidade
contra o citoesqueleto de T. brucei e falta de, ou baixa reatividade quando utilizados
contra outras espécies de tripanossomatideos. Em Leishmania entretanto, apesar da
estrutura do FAZ ser muito mais discreta neste organismo, esta espécie codifica
diversas proteinas homodlogas do FAZ de T. brucei (WHEELER; SUNTER; GULL,
2016).

5.3. Identificacao das proteinas gigantes

Na analise por espectrometria de massas das proteinas gigantes de T. brucei

com maior tamanho (Zona 1), dentre as 15 candidatas detectadas, 3 ja foram
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caracterizadas e reportadas na literatura: a proteina do tipo calpaina GM6 (HAYES et
al.,, 2014), a FLAM 3 (ROTUREAU et al., 2014), e a hidina (DAWE et al., 2007). A
ClpGM6 (Tb11.57.0008) € uma proteina localizada na regido do FAZ e esta envolvida
na manutencdo da morfologia celular de T. brucei. A falta desta proteina leva a
transformacdo de formas tripomastigotas do parasita em formas epimastigota-like.
Estas células s&o caracterizadas pela alteragdo do posicionamento do nucleo e
cinetoplasto, diminuigdo do FAZ e aumento do flagelo livre, semelhante a forma
epimastigota (HAYES et al., 2014). A proteina FLAM3 também foi caracterizada como
componente do FAZ e esta envolvida na arquitetura desta estrutura e manutencéo da
adesao flagelar (ROTUREAU et al., 2014; SUBOTA et al., 2014; SUNTER et al.,
2015a). A terceira candidata descrita € a hidina, que ao contrario das ClpGM6 e
FLAMS3, ndo € um componente do FAZ e esta localizada no flagelo fazendo a conexao
entre os microtubulos do axonema. Na sua auséncia, o par central de microtubulos
desestabiliza-se e é perdido, acarretando na perda da motilidade pelos parasitas
(DAWE et al., 2007). Ainda, nossa principal candidata detectada foi a proteina FAZ10,
que ja tinha sido previamente identificada por MORRISWOOD et al. (2013), e teve seu
papel funcional caracterizado por nés (MOREIRA, B. P. et al., 2016, sob revisao,
Anexo 3). Aqui, mostramos que a FAZ10 é essencial para a adesao flagelar, para o
posicionamento das organelas, e mais importante para direcionar o local de ingressao
do sulco de clivagem durante a citocinese de T. brucei. Adicionalmente, a proteina
Tb927.8.3540 também foi caracterizada no presente estudo como essencial para a
regulacio da morfologia do citoesqueleto, organizacdo dos microtubulos
subpeliculares e formacao do FAZ. Sem esta proteina, as células se tornam esféricas
e adquirem um flagelo intracelular.

Estes exemplos demonstram que as proteinas gigantes apresentam um papel
regulatorio central na organizagéo do citoesqueleto de T. brucei. Além disso, 9 outras
proteinas de alta massa molecular ndo caraterizadas foram identificadas aqui pela
primeira vez, o que realca a importancia do estudo destas proteinas no contexto do
citoesqueleto e da biologia deste parasita.

Em relacao as proteinas gigantes referentes a Zona 2, das 17 candidatas
detectadas, 8 ja foram caracterizadas ou reportadas na literatura. Além das proteinas
candidatas descritas acima (ClpGM6, FLAM3 e hidina), as proteinas TbIADS3,
TbDNAH10, TbIAD5-1, TbIADS5-2 e Tb927.3.930 foram identificadas e caracterizadas
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como importantes proteinas para manutencéo da motilidade celular (MONNERAT et
al., 2009; SPRINGER et al., 2011; WEI et al., 2014). A TbIAD5-1 &€ um braco interno
de dineina que conecta os pares de microtubulos do axonema. Foi mostrado que esta
proteina interage com TbCentrin3, e tanto a falta de TbCentrin3 como de TblIAD5-1
levaram a perda da estabilidade do axonema e consequentemente da motilidade dos
parasitas (WEI et al., 2014). Entretanto, outros bracos de dineina como TblAD5-2 e
TbIAD3 néo foram afetadas pelo knockdown de TbCentrin3, apesar de se localizarem
no axonema (WEl et al., 2014). Por sua vez, TbDNAH10 também foi identificada como
componente do complexo do braco interno de dineina. Apesar da sua falta nao levar
afetar estruturalmente o axonema, e o silenciamento de TbDNAH10 ocasionou a
perda da motilidade celular (SPRINGER et al., 2011). Por ultimo, em um estudo pela
busca de reguladores do ciclo celular, MONNERAT et al. (2009) identificaram a
proteina Tbh927.3.930, porém sua localizagao celular nao foi demonstrada. Porém, a
inducédo do silenciamento desta proteina levou a perda da motilidade celular e ao
acumulo de células multinucleadas incapazes de se dividir.

A abundancia de proteinas contendo dominios de dineina obtidas nas nossas
analises, pode refletir em partes as observagdes sobre distribuicdo da marcagao com
o anticorpo anti-PG2, o qual marca adjacente ao copo e corpusculo basal. Este local
€ dependente de uma séries de conexdes e proteinas do citoesqueleto que organizam
e regulam o axonema, FAZ, corpo basal e bolso flagelar (GULL, 1999). As centrinas
TbCentrin1, TbCentrin2 e TbCentrin4 foram descritas nestes locais e sabe-se que
estas regulam a duplicagéo e segregagao do corpo basal, a organizacéo do bilobe, a
duplicacédo do aparato de Golgi, e a progresséo da citocinese (HE; PYPAERT;
WARREN, 2005; SELVAPANDIYAN et al., 2007; SHI et al., 2008; SELVAPANDIYAN
etal., 2012; WANG, M.; GHEIRATMAND; HE, 2012). Assim como TbCentrin3 interage
com TblADS-1, a abundéancia de proteinas com dominios de dineina obtidos nas
nossas analises, pode indicar uma possivel interacdo destas com as centrinas de T.
brucei. Nao obstante, proteinas motoras estao fortemente associadas a estabilizagdo
do axonema, essenciais para o batimento flagelar, motilidade e citocinese (RALSTON
et al., 2006; SPRINGER et al., 2011; WEI et al., 2014).

Do mesmo modo, o estudo das outras 8 novas proteinas de alta massa
molecular detectadas por nés podem ajudar a elucidar o papel das proteinas gigantes

na organizacao e regulacao do citoesqueleto de T. brucei.
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5.4. Papel da FAZ10 na biologia do Trypanosoma brucei

Nés descrevemos aqui o papel funcional da proteina FAZ10 (Tb927.7.3330) de
T. brucei, previamente identificada na zona de adeséao flagelar (MORRISWOOQOD et al.,
2013; SUNTER et al., 2015b). A FAZ10, no nosso entendimento, € a proteina que
apresenta a maior massa molecular investigada e caracterizada até hoje em T. brucei
(MOREIRA, B. P. et al., 2016, sob revisao, Anexo 3). Diversos estudos descreveram
proteinas de alta massa molecular em tripanossomatideos, compreendendo
tamanhos de 500 a 3500 kDa; e enquanto os papéis de varias dessas proteinas nao
estdo esclarecidos, a maioria delas estdo relacionadas com o citoesqueleto,
principalmente no flagelo e no FAZ. Interessante notar que as proteinas que foram
caracterizadas até o momento, quase sempre estao intimamente relacionadas com a
morfogénese celular (HAYES et al., 2014; ROTUREAU et al., 2014).

Apesar da ORF Tbh927.7.3330 codificar uma proteina de 502 kDa, como
descrito no TriTrypDB, caracterizamos a sua massa molecular baseada na migragao
eletroforética e identificacdo por WB, o que correspondeu a aproximadamente 2000
kDa, tamanho quatro vezes maior do que o anotado no banco de dados. O knockdown
por RNAI reforcou estas observacdes, uma vez que a respectiva banda da proteina
desapareceu do gel apdés o silenciamento. Além disso, a proteina FAZ10:myc
apresentou 0 mesmo padrao de migracao no gel de gradiente. Visto que esta proteina
apresenta uma abundancia de padrdes repetitivos na sua sequéncia € possivel que
estas regides podem nao estar corretamente anotadas devido aos problemas técnicos
inerentes de sequenciamento e anotacdo em banco de dados.

Outros exemplos de proteinas que também foram detectadas como um doublet
de bandas proteicas de baixa mobilidade eletroforética foram em Phytomonas,
Leptomonas e Leishmania (BAQUI et al., 2000b), e também em eucariotos superiores
(LABEIT; KOLMERER, 1995). Um padréao similar foi também observado para FAZ1,
FLAM3 e ClpGM6 (VAUGHAN et al., 2008; HAYES et al., 2014; ROTUREAU et al.,
2014), e observagdes nao publicadas do nosso grupo sugerem que este
comportamento € uma caracteristica comum de proteinas de alta massa molecular.
Também devemos considerar os efeitos da protedlise durante o processo de
preparacao de amostras, modificagdes pos-traducionais e variagdes genéticas como

discutido anteriormente.
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Em respeito a sua localizagéo, a FAZ10 esta fortemente associada ao flagelo e
nao possui dominios transmembrana. N6s sugerimos que esta proteina deve fazer
parte do dominio intracelular do FAZ especificamente como parte dos grampos
intermembranares, como mostrado por MET do citoesqueleto de T. brucei. A indicagao
de que o fendtipo de uma proteina do FAZ pode estar relacionado com sua localizagao
nos diferentes dominios desta estrutura, como proposto por SUNTER e GULL (2016),
reforca nossa hipotese. Além disso, o silenciamento da FAZ10 também resultou no
distanciamento entre o dominio distal do PFR e os complexos juncionais do dominio
intracelular do FAZ, indicando que FAZ10 deve mesmo agir na conexao destas
estruturas.

Nossos dados sugerem que a FAZ10 possui varias fungbes bioldgicas.
Primeiramente, FAZ10 é necessaéria para a adeséo flagelar visto que seu knockdown
levou a cerca de 20% e 30% de células apresentando flagelo destacado em parasitas
PCF e BSF, respectivamente; proporgdes similares a observada em células
silenciadas para a FAZ1 (VAUGHAN et al., 2008). Como sabe-se que varias proteinas
do FAZ também participam da adeséao flagelar, podemos afirmar com base nos nossos
dados que essas proteinas nao sao suficientes para compensar totalmente a auséncia
de FAZ10 (LACOUNT; BARRETT; DONELSON, 2002; VAUGHAN et al., 2008; SUN
et al., 2013; ROTUREAU et al., 2014).

Tem sido bem caracterizado que a interagdo flagelo/FAZ é crucialmente
importante para o reposicionamento das organelas apos a duplicagéao das mesmas
(ZHOU et al., 2011; SUN et al., 2013; HAYES et al., 2014). A formacao e elongagao
do flagelo/FAZ da célula filha prové a forga necessaria para o movimento do novo
corpo basal e cinetoplasto em direcdo a extremidade posterior da célula (ABSALON
et al., 2007). No presente estudo, nés observamos que a segregacao dos nucleos e
cinetoplastos duplicados foi significantemente comprometida em células 2N2K apds o
silenciamento da FAZ10. Nossa hipotese é de que apos a indugado, o flagelo/FAZ
recém formado exerce menor tracdo necessaria para o reposicionamento das
organelas duplicadas, resultando em células aberrantes. Entretanto, um papel direto
no posicionamento de organelas independentemente da adesao flagelar ndo pode ser
totalmente ignorado, haja visto que observamos células 2N2K exibindo
posicionamento incorreto do N e K, porém nao apresentava flagelo destacado do

corpo celular. Em outros casos, o silenciamento da proteina associada ao
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citoesqueleto AIR9 (MAY et al., 2012) ou da fosfatase PP1-3 (GALLET et al., 2013)
resultaram em defeitos no posicionamento de organelas na falta de defeitos diretos
na adesao flagelar.

Os dados obtidos aqui também demonstraram um papel direto da FAZ10 na
citocinese. Uma causa possivel da inibicdo da citocinese € o defeito na adesao
flagelar. Por exemplo, células silenciadas para FAZ1 embora conseguem formar um
FAZ aberrante, apresentam defeitos na segregagao de nucleos e defeitos durante a
citocinese (VAUGHAN et al., 2008). De forma similar a FAZ10, o knockdown de FLA1
leva ao destacamento do flagelo, resultando no impedimento da citocinese e a
formacao de células multinucleadas (LACOUNT; BARRETT; DONELSON, 2002).
Deve-se notar que o destacamento flagelar nem sempre leva a inibigao da citocinese.
O silenciamento de FLA1BP causa o destacamento do flagelo mas néo afeta a diviséo
celular (SUN et al., 2013). Entretanto, nossos dados indicam que o destacamento
flagelar € um efeito independente do papel de FAZ10 no direcionamento da citocinese.
Nestes casos, células 2N2K exibiram posicionamento incorreto do sulco de clivagem
que levaram a divisdo completamente assimétrica, apesar da célula de ter os dois
flagelos aderidos ao corpo celular. Ainda, fomos capazes de registrar células PCF
silenciadas para FAZ10 que apresentaram um processo alternativo de citocinese,
onde o sulco de clivagem ingressa a partir da extremidade posterior da célula e ndo
da extremidade anterior como ocorre normalmente. Adicionalmente, no silenciamento
de FAZ10 em BSF, observamos células com flagelo aderido que sofreram citocinese
prematura e desigual. Portanto, FAZ10 parece ser necessaria para a determinagao do
posicionamento do sulco de clivagem e da coordenagao temporal para ingressao do
mesmo, independente do seu papel na adesao flagelar. Esta funcao € similar ao que
foi descrito para MOB1, a qual afeta a coordenacao e o posicionamento do sulco de
clivagem, quando silenciada em T. brucei (HAMMARTON et al., 2005), e para AIR9 a
qual tem o mesmo papel em BSF T. brucei (MAY et al., 2012). Além disso, as
indicacdes de que a FAZ10 pode participar na inibicado da via de citocinese alternativa
(posterior-anterior) de alguma maneira, sugerem uma cooperagao desta com as
proteinas CIF1/CIF2, ja que a FAZ10 foi identificada como vizinho e possivel parceiro
molecular de CIF1 (ZHOU; HU; LI, 2016).

Em conjunto, nossos dados indicam que a deplecédo de FAZ10 resulta em

diversos fendtipos. E possivel que estes fendtipos sejam mediados pela
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desestabilizagdo de outras proteinas do citoesqueleto apos silenciamento da FAZ10.
Varios estudos ja mostraram que a arquitetura do FAZ depende de um diverso numero
de proteinas com diferentes papeis funcionais e com diferentes localizacbes
especificas no citoesqueleto, principalmente na estrutura FAZ/flagelo (ABSALON et
al., 2007; VAUGHAN et al., 2008; ZHOU et al., 2011; HAYES et al., 2014; ROTUREAU
et al., 2014; HU; ZHOU; LI, 2015; SUNTER; GULL, 2016).

Como mostrado para FAZ10, suas fungbes na adesdo flagelar e
posicionamento de organelas sdo comuns para diversas proteinas do FAZ. Entretanto,
FAZ10 é a primeira proteina do FAZ a ser diretamente relacionada com o controle
temporal e espacial da definicdo do sulco de clivagem durante a citocinese. Dado a
sua natureza bioquimica e molecular, é tentador especular que FAZ10 deve agir como
um alicerce para moléculas regulatérias no local de inicio da citocinese. Estudos para
caracterizagao dos parceiros moleculares de FAZ10 sdo necessarios para elucidar o

mecanismo pelo qual esta proteina age na biologia do parasita.

5.5. Papel da Tb927.8.3540 na biologia do Trypanosoma brucei

Aqui, identificamos a proteina gigante de T. b. gambiense, Tbg972.8.3230, de
massa molecular predita em torno de 685 kDa. Porém o ortélogo correspondente em
T. b. brucei (Tb927.8.3540) possui massa predita de 105 kDa. Quando fusionada a
cauda myc, nossos ensaios de RNAi e WB revelaram uma proteina com tamanho
praticamente duas vezes maior (190 kDa), similar ao observado para a FAZ10. Apesar
de apresentar uma massa bem menor do que as proteinas identificadas no presente
trabalho, a Tb927.8.3540 apresenta uma similaridade da sequéncia primaria muito alta
a Tbg972.8.3230, correspondendo a regido N-terminal da proteina maior. Isto pode
ser devido a algum problema técnico no sequenciamento e anotagdo do gene no
banco de dados. Alternativamente, durante o processo evolutivo, esta proteina pode
ter perdido ou ganhado parte da sua sequéncia nas diferentes espécies, haja vista
que estas apresentam dominios semelhantes como uma ou duas hélices
transmembranas e dominio n&o-citosélico.

E importante ressaltar que por motivos de biosseguranga, e acesso as
linhagens para desenvolvimento da técnica de RNAI, investigamos somente o papel

da proteina Tb927.8.3540 e n&o da sua correspondente em T. b. gambiense.
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Em relagdo a sua localizagao celular, quando utilizamos o anticorpo gerado
contra a regido amino ou carboéxi terminal de Tb927.8.3540, a proteina apresentou
uma distribuicdo ao longo da zona de adeséo flagelar de T. brucei. Considerando que
Th927.8.3540 foi detectada na fragao total do citoesqueleto e a proteina é solubilizada
quando o mesmo é tratado com 1M NaCl, podemos sugerir que Tb927.8.3540 esta
associada ao FAZ da célula. Recentemente, foi sugerido que o FAZ apresenta
diferentes dominios estruturais: dominio FAZ flagelar, FAZ intracelular, FAZ filamento,
quarteto de microtubulos e dominio de ligacdo FAZ-MtQ (SUNTER; GULL, 2016).
Sabe-se que o FAZ, ou pelo menos os dominios do corpo celular, sdo solubilizados
quando o citoesqueleto é tratado sob condi¢cdes severas (1M NaCl), resultando na
perda de marcagdo para algumas proteinas, como FAZ1 e FLA1 por exemplo
(ROTUREAU et al., 2014). Levando em consideracao o fato de que Tb927.8.3540 é
solubilizada junto citoesqueleto de microtubulos e nido esta presente na fracéo
flagelar, reforcamos a hipotese de que esta proteina esta ligada a elementos do FAZ
intracelular ou ao FAZ citoplasmatico (FAZ filamento, quarteto de microtubulos ou
dominio de ligagdo FAZ-MtQ). Entretanto, a proteina fusionada a cauda myc na
por¢cao C-terminal (Tb927.8.3540:myc) apresentou localizagdo dispersa por toda a
célula. Nos sugerimos que a cauda myc possa ter ocasionado a perda da localizagao
de Th927.8.3540, possivelmente devido ao bloqueio de um dominio de interacédo da
proteina. O fato de que o vetor com a tag possa ter integrado em local errado foi
descartada pois a expressao de Tb927.8.3540:myc foi confirmada por WB, e o
silenciamento por RNAI foi eficiente, onde observamos a diminuicdo nos niveis
proteicos de Tb927.8.3540:myc e consequentemente na sua distribuicdo celular.

O FAZ é definido hoje como uma grande rede de fibras e filamentos
interconectados que aderem o flagelo ao longo de todo o corpo celular (SHERWIN;
GULL, 1989; GULL, 1999). Esta estrutura € um regulador chave da morfogénese
celular, haja vista que perda do ou impedimento da formagdo da mesma acarreta
efeitos como destacamento do flagelo e alteragdes na forma e tamanha da célula
(VAUGHAN et al., 2008; ZHOU et al., 2011; SUN et al., 2013; ROTUREAU et al., 2014;
HU; ZHOU; LI, 2015). Ainda, a maioria das proteinas do FAZ apresentam em suas
sequéncias diversos dominios e padrdes repetitivos, que sao importantes para a
formacdo do mesmo, para interagao entre as proteinas, e para localizacdo celular
(ZHOU et al., 2011; SUN et al., 2013; SUNTER et al., 2015b; SUNTER; GULL, 2016).
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A Tb927.8.3540, apesar de nao conter repeticbes em sua sequéncia, apresenta um
peptideo sinal de ancoragem transmembrana. A presenga de um dominio nao
citosdlico sugere que esta proteina possa associar-se ao FAZ com sua por¢ao C-
terminal voltada para a regido intracelular, entre o flagelo e o corpo. Outra
possibilidade, seria a interagcdo com o quarteto de microtubulos, ja que estes sao
adjacentes ao reticulo endoplasmatico, onde Th927.8.3540 poderia estar ancorada.
Exemplos de proteinas do FAZ que apresentam dominio transmembrana e estéo
ancoradas na membrana plasmatica ou do reticulo endoplasmatico incluem a FLA1,
FLA2, FLA3, FLA1BP, FAZ5 e TbVAP (NOZAKI; HAYNES; CROSS, 1996; LACOUNT;
BARRETT; DONELSON, 2002; LACOMBLE et al., 2012; SUN et al., 2013; WOODS
et al., 2013; SUNTER et al., 2015b).

Nossa analise funcional da Th927.8.3540 revelou que esta proteina é essencial
para manter a estabilidade do citoesqueleto do T. brucei PCF e na falta desta houve
a perda da morfologia normal da célula. Até o momento, este € o primeiro caso
reportado de internalizagao do flagelo de T. brucei. Ao invés da forma alongada, estas
se tornaram arredondadas ou esféricas em conjunto com a perda do flagelo
extracelular. O fenotipo de perda da morfologia e arredondamento da célula mais
classico em T. brucei é o fendtipo “FAT”, onde através da inibicado da expressido do
gene TUB, que codifica para a tubulina, as células adquirem uma forma esférica (NGO
etal., 1998; LACOUNT; BARRETT; DONELSON, 2002). Além disso, aliada ao severo
dano na formacdo de estruturas do citoesqueleto (PFR e FAZ), o knockdown da
tubulina leva ao bloqueio da citocinese e formacao de células multinucleadas. Aqui,
vimos que a falta de Tb927.8.3540 leva a perda da morfologia e impedimento na
formacdo correta de estruturas como o FAZ e PFR, acarretando na
internacionalizagao do flagelo. Entretanto, ndo ha um acumulo exagerado de células
multinucleadas o que pode indicar que a duplicacédo e segregacgao de organelas ficou
prejudicada ou inibida, assim como a citocinese. O fato de que apenas 40% das
células da cultura adquiriram este fenotipo podem explicar os resultados obtidos. Ao
contrario, como visto para a deplecao da tubulina, cerca de 90% da cultura adquiriu o
fendétipo observado (NGO et al., 1998). Além disso, houve um pequeno aumento de
células contendo quantidades incorretas de N e K. Consequentemente, o tempo de
indugao prolongado foi suficiente para impedir a proliferagdo celular nas passagens

subsequentes da cultura.
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Para proteinas que de alguma forma participam da estrutura do FAZ, e que,
assim como Tb927.8.3540, apresentam um dominio transmembrana, foi reportado
diversos efeitos morfoldgicos decorrente do silenciamento das mesmas. A falta da
proteina FLA1 leva ao destacamento flagelar inibindo a citocinese (LACOUNT;
BARRETT; DONELSON, 2002). No caso da proteina ligadora de FLA1, FLA1BP, o
knockdown leva ao destacamento do flagelo e encurtamento do FAZ, sem no entanto
bloquear a citocinese (SUN et al., 2013). Diferentemente de FLA1 e FLA1BP, TbVAP
esta localizada na membrana do reticulo endoplasmatico associado ao MtQ, e na sua
auséncia a quantidade de reticulo associado ao FAZ reduz drasticamente. A deplegao
de Tbh927.8.3540, além de afetar a formagdo do FAZ, causa efeitos como a
desestabilizagdo do citoesqueleto de microtubulos e internalizagao do flagelo.

Uma caracteristica comum dos tripanossomas e de varios outros protozoarios,
€ que o citoesqueleto destes organismos nao se despolimerizam durante a mitose. Ao
contrario, como mostrado por SHERWIN e GULL (1989), as células filhas recebem
um arranjo completo do citoesqueleto de microtubulos de maneira semiconservativa.
A mudancga na morfologia e volume celular ja foi estudada e caracterizada como um
processo normal de adaptacédo do parasita nos diferentes estagios do ciclo de vida
(ROTUREAU; SUBOTA; BASTIN, 2011). Porém, nenhuma destas formas inclui uma
forma esférica com flagelo internalizado ou destacado, como visualizado neste
trabalho. Aqui, sugerimos que a desestabilizagdo, ou perda parcial ou total do FAZ,
levou a desorganizacao do citoesqueleto do corpo celular como um todo, o que foi

crucial para a ma formacgao das células filhas.

5.6. As proteinas gigantes dos tripanossomatideos

Dados do nosso grupo mostram que as proteinas gigantes estao presentes em
todos os géneros de tripanossomatideos, e analises do proteoma completo de
diversos protozoarios mostram que existem um numero elevado de proteinas de alta
massa molecular nestes organismos. Considerando que em eucariotos superiores e,
como mostrado aqui, em Trypanosoma brucei, as proteinas gigantes s&o geralmente
componentes do citoesqueleto, é necessario investigar o papel de cada uma delas na

biologia e contexto de cada protozoario.
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Visto a relagdo das estruturas do citoesqueleto com a divisdo celular,
citocinese, aderéncia, locomocao, endocitose/exocitose e mudangas morfolégicas,
ainda restam muitas perguntas sem respostas sobre a compreensdo da biologia
destes organismos, como por exemplo, quais proteinas determinam o sulco de
clivagem na divisdo celular e como o FAZ influencia no remodelamento do
citoesqueleto e reposicionamento de organelas entre os diferentes estagios no ciclo

de vida dos parasitas.
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6. Conclusao

No presente trabalho identificamos 19 novas proteinas de alta massa molecular
no citoesqueleto do Trypanosoma brucei, sendo duas delas relacionadas com ou com
0 processo de citocinese, ou com a regulagdo do citoesqueleto de microtubulos.
Utilizando ferramentas de silenciamento pds-transcricional por RNAI, realizamos a
caracterizagao funcional das proteinas FAZ10 e Tb927.8.3540 em formas prociclicas
e sanguicolas do T. brucei.

Dentre as proteinas gigantes caracterizadas, a FAZ10 esta localizada na zona
de adeséo flagelar, associada ao citoesqueleto flagelar, e possui papel essencial na
adesao flagelar, no posicionamento de organelas, e mais importante atua na definicao
do local de ingresséo do sulco de clivagem durante a citocinese. A Tb927.8.3540 por
sua vez, € uma proteina presente na zona de adesdo flagelar, possivelmente
associada ao citoesqueleto de microtubulos. Além disso, esta proteina possui papel
fundamental na organizacao do citoesqueleto do corpo celular, formacgao do FAZ e na

regulacao da localizagao flagelar de T. brucei.
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Anexos

Anexo 1 - Lista dos genes identificados como componentes da zona de adeséao
flagelar (FAZ) de T. brucei.

Gene Nome Localizacao “(’:fg:;’ Referéncias
Tb927.8.4010 FLA1 FAZ Intracelular 59 g“ROOZé"S*f'H'ggAQ;NES?
Tb927.8.4060 FLA2 FAZ Intracelular 64 g-éﬁgfs"g&?%%;{)'zﬁ?
Tb927.8.4110 FLA3 FAZ Intracelular 64 (SUN et al., 2013)
Tb927.8.4050 FLA1BP FAZ Intracelular 83 (SUN et al., 2013)
Tb927.8.4100 FLA1BP FAZ Intracelular 83 (SUN et al., 2013)
Tb927.5.4570 FLA3 FAZ Intracelular 89 (WOODS et al., 2013)
Tb927.5.4580 FLA3 FAZ Intracelular 89 (WOODS et al., 2013)
Tb927.10.2880 Cazchannel  FAZ Intracelular 304 (OBERHOLZER et al., 2011)
Tb927.10.8830 FAZ5 FAZ Intracelular 67 (SUNTER et al., 2015b)
Tb927.10.14320 FAZ9 FAZ filamento 122 (SUNTER et al., 2015b)
Tb927.11.1090 ClpGM6 FAZ filamento >660 (HAYES et al., 2014)
Tb927.8.4780 FLAM3 FAZ filamento 468 (ROTUREAU et al., 2014)
Tb927.1.4310 FAZ2 FAZ filamento 184 (SUNTER et al., 2015b)
Tb927.11.12530 FAZ3 FAZ filamento 91 (SUNTER et al., 2015b)
(MORRISWOOD et al.,
Th927.7.3330 FAZ10 FAZ intracelular 503 2?1:230'1\2'3()55?@”;; et
Anexo 3)
Tb927.4.2060 FAZ8 FAZ filamento 67 (SUNTER et al., 2015b)
Tb927.4.3740 FAZ1 FAZ filamento 193 (VAUGHAN et al., 2008)
Tb927.4.2080 CC2D FAZ filamento 105 (ZHOU et al., 2011)
Tb927.9.10530 FAZ4 FAZ filamento 119 (SUNTER et al., 2015b)
Tb927.10.840 FAZ6 FAZ filamento 195 (SUNTER et al., 2015b)
Th927.4.5340 FAZ11 Desconhecido 95 %%‘?RISWOOD etal,
Tbh927.10.15390  FAZ7 FAZ filamento 124 (SUNTER et al., 2015b)

Tb927.11.13230  TbVAP FAZ filamento (RE) 24 (LACOMBLE et al., 2012)



continua

continuagao

Gene Nome Localizacao I\(’:fg:;" Referéncias
Tb927.9.13820 KMP11 %gg%ca“mre 11 (ZHOU et al., 2015)
Tb927.9.13880 KMP11 g:ég%ce'“'ar e 1 (ZHOU et al., 2015)
Tb927.9.13920 KMP11 g:;z%ce'“'ar e 1 (ZHOU et al., 2015)
Tb927.11.2590 FAZ12 FAZ filamento 121 (HU; ZHOU; LI, 2015)
Tb927.3.1020 FAZ13 FAZ filamento 54 (HU; ZHOU; LI, 2015)
Tb927.8.6980 FAZ14 FAZ filamento 95 (HU; ZHOU; LI, 2015)
Tb927.11.3300  TbSAS4 ;%’IL?SS e 108 AT ot ooy 5
ilamento
Tb927.8.7070 FAZ15 Desconhecido 35 (MCALLASTER et al., 2015)
Tb927.5.3460 FAZ16 Desconhecido 57 (MCALLASTER et al., 2015)
Tb927.10.7210 FAZ17 Desconhecido 26 (MCALLASTER et al., 2015)
Ponta do flagelo
Tb927.11.15800 TOEFAZA1 (anterior) e FAZ 90 (MCALLASTER et al., 2015)

filamento
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

Comissio de Etica em Experimentagido Animal i

3602-3301

INFORMACAO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentacdo n°® 014/2012, sobre o projeto intitulado “Caracterizagdo
Jfuncional das proteinas gigantes de tripanossomatideos.”, sob a
responsabilidade da Professora Doutora Munira Muhammad Abdel
Baqui esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi
APROVADO em reunido de 27 de agosto de 2012.

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagio
Animal orientam que inimeras Comissdes Internacionais que utilizam
Animais de Laboratdrio estdo desaconselhando o uso do anestésico
Tribromoetanol (TBE), por nfo atingir os requerimentos da FDA/USA e
pela dificuldade em preparar e manter esta droga de modo seguro aos
animais, sendo aconselhado o uso da associagdo de Xilazina e Quetamina

no seu lugar.

Ribeirdo Preto, 27 de agosto de 2012.

Prof. Dw>;mero Benedicto Poli-Neto

Presidente da Comisséo de Etica em
Experimentagdo Animal

e - Use

Faculdade de Medicina
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Anexo 3 - Manuscrito intitulado “Giant FAZ10 is required for flagellum attachment
zone stabilization and cleavage furrow positioning in trypanosome”, submetido e sob
revisdo no periodico Journal of Cell Science.
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GIANT FAZ10 IS REQUIRED FOR FLAGELLUM ATTACHMENT ZONE STABILIZATION
AND CLEAVAGE FURROW POSITIONING IN TRYPANOSOME

BERNARDO PEREIRA MOREIRA!, CAROL KOBORI DA FONSECA!, TANSY C.
HAMMARTON? AND MUNIRA MUHAMMAD ABDEL BAQUI*!

! Department of Cellular and Molecular Biology and Pathogenic Bioagents, Ribeirdo Preto Medical
School, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 14049-900, Brazil,

2 Institute of Infection, Immunity and Inflammation, College of Medical, Veterinary and Life Sciences,
University of Glasgow, Glasgow, G12 8QQ, United Kingdom

*To whom correspondence should be addressed; e-mail: munira@fmrp.usp.br
Phone: +55-16-3315-3059

Fax: +55-16-3633-1786

Running title: FAZ10 required for cytokinesis
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Summary Statement

The first functional characterization of FAZ10 giant protein in Trypanosoma brucei revealed functions
in flagellar attachment and nucleus/kinetoplast positioning, and uniquely for a FAZ protein, direct roles
in cytokinesis.

Abstract

The flagellum and flagellum attachment zone (FAZ) are important cytoskeletal structures in
trypanosomatids, being required for motility, cell division and cell morphogenesis. Trypanosomatid
cytoskeletons contain abundant High Molecular Weight Proteins (HMWPs), but many of their
biological functions are still unclear. Here, we report the characterization of the giant FAZ protein,
FAZ10, in Trypanosoma brucei. Our data show that FAZ10 is an essential giant cytoskeletal protein in
both procyclic and bloodstream parasite life cycle stages, since its depletion led to defects in cell
morphogenesis, flagellum attachment and kinetoplast and nucleus positioning. Moreover, ablation of
FAZ10 impaired the timing and placement of the cleavage furrow during cytokinesis, resulting in
premature or asymmetrical cell division.
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Introduction

Trypanosoma brucei is the causative agent of sleeping sickness, also known as Human African
Trypanosomiasis (HAT) and belongs to the Trypanosomatidae family. Trypanosomatids are an early
divergent group in eukaryotic evolution and have developed unique characteristics that differentiate
these organisms from other eukaryotes. The cytoskeleton is one such remarkable feature and a key
element in cell motility, morphogenesis, organelle positioning, infectivity and reproduction (Gull,
1999).

The T. brucei cytoskeleton is a well-defined component of the cell with two main structures: a
subpellicular corset of microtubules that defines cell shape and size, and a flagellum that is critical for
motility and cell division. (Hemphill et al., 1991). The cytoskeleton undergoes rearrangement (although
is not disassembled) during cell morphogenesis and division, making this structure essential for
trypanosome biology (Sherwin and Gull, 1989). The flagellum, which emerges from a small
invagination of the plasma membrane named the flagellar pocket, runs attached to the cell body along
its length and consists of the axoneme and the Paraflagellar Rod (PFR), which are essential structures
for a wide range of cellular processes, including cell motility, morphogenesis, division and infectivity
(Bastin et al., 1998; Gull, 1999; Kohl et al., 2003; Broadhead et al., 2006; Emmer et al., 2010). A
Flagellum Attachment Zone (FAZ) is primarily responsible for flagellar attachment and stabilization.
Initially, the FAZ was described as being composed of a cytoskeletal bundle of fibrillar links resembling
a desmosome-like structure (Hemphill et al., 1991). Although in higher eukaryotes desmosomes
connect adjacent cells, the FAZ in trypanosomes connects structures within the same cell. Now it is
known that the FAZ is a large and complex interconnected set of fibres, filaments and junctional
complexes that link the flagellum to the cell body, and can be divided into five main domains (FAZ
Flagellum Domain, FAZ Intracellular Domain, FAZ Filament Domain, Microtubule Quartet Domain,
and Microtubule Quartet-FAZ Linker Domains) that can be subdivided into eight overlapping zones
(Sunter and Gull, 2016). It is important to identify and characterize new components of each of these
zones in order to understand FAZ biogenesis and function.

It has been suggested that depending on the location of a given FAZ protein, the RNAi
phenotype can be often predicted (Sunter and Gull, 2016). The outer portion of the FAZ structure is the
FAZ flagellum domain. Some proteins located at the FAZ flagellum domain often exhibit a knockdown
of FAZ shortening and morphological changes. For instance, ClpGM6 knockdown leads to the
repositioning of the kinetoplast, basal body, Golgi and flagellar pocket (FP), and to the formation of an
epimastigote-like morphology, characterized by the repositioning of the kinetoplast to the anterior
region of the cell in comparison to the nucleus (Hayes et al., 2014). Similar morphogenetic defects were
also observed after knockdown of FLAM3, another FAZ flagellum domain protein (Sunter et al.,
2015b). At the cell body side, the FAZ filament domain comprises several proteins, most importantly
FAZ1,CC2D,FAZ2 and FAZ9. FAZ1 knockdown was reported to lead to flagellum attachment defects,
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and although the FAZ was still being formed, cells without FAZ1 showed unequal segregation of nuclei
and kinetoplasts during cytokinesis (Vaughan et al., 2008). In contrast, CC2D was reported to be present
in the FAZ and basal body of T. brucei, with its knockdown leading to the absence of the FAZ in
daughter cells with major effects on the subpellicular cytoskeleton architecture, flagellum detachment,
shorter cell body, and cell death (Zhou et al., 2011). Similar effects were observed following depletion
of FAZ2 protein (Zhou et al., 2015). Moreover, FAZ9 RNAI caused the position of the kinetoplast to
alter but the flagellum to remain attached to the cell body (Sunter et al., 2015a). Between the FAZ
filament and FAZ flagellum domain is the FAZ intracellular domain, which usually comprises
transmembrane proteins that harbour a small intracellular domain and a glycosylated extracellular
region for protein interaction. The glycoprotein FLA 1, which is homologous to T. cruzi GP72, is located
at the FAZ intracellular region, specifically at the cell body membrane (Haynes et al., 1996; Nozaki et
al., 1996; Sunter and Gull, 2016). LaCount et al. (2002) demonstrated the importance of FLLA1, since
in its absence, cells were incapable of undergoing proper cytokinesis, resulting in a multinucleated
phenotype. In addition, Sun et al. (2013) identified a flagellar membrane protein named FLA1-binding
protein (FLA1BP), which is essential for flagellum biogenesis and FAZ elongation and interacts with
FLAL in a zipper-like manner to bring about flagellum attachment.

All of these observations on FAZ protein functions highlight that even though proteins may be
located in the same domain, their specific sub-localization within the FAZ might reflect distinct
functions. Although the categorization of FAZ proteins is a useful first step in understanding this
intricate structure, much work is needed to reveal all of its components and their function. Driven by
the lastest advances in reverse genetics, proteomics and high-resolution microscopy, new FAZ proteins
have been identified including a whole new family of FLAgellar Member (FLAM) proteins (Subota et
al., 2014), several new FAZ proteins of T. brucei (McAllaster et al., 2015; Sunter et al., 2015a) and a
T. brucei homolog of metazoan centriole/basal body protein SAS-4 (Hu et al., 2015). Although many
FAZ proteins have been identified and reported in the last few years, still several of them remain
uncharacterized with regard to their function in 7. brucei biology.

The presence of High Molecular Weight Proteins (HMWPs) in the cytoskeleton of several
trypanosomatids has previously been reported, although some of their biological functions are still
unknown (Ruiz-Moreno et al., 1995; Baqui et al., 1996; Baqui et al., 2000a; Baqui et al., 2000b). In the
non-pathogenic trypanosomatid Phytomonas serpens, a megadalton protein, named Ps3500 (Baqui et
al., 1996; Baqui et al., 2000b), presents the same electrophoretic mobility as the muscle giant protein
titin with an apparent molecular mass of 4000 kDa (Wang et al., 1979). Ps3500 is located at the anterior
end of the flagellar pocket connecting the cell body cytoskeleton to the flagellum and seems to be an
autophosphorylating serine and threonine protein kinase (Baqui et al., 1996, 2000). In T cruzi, a family
of giant proteins (ranging from 700-2500 kDa), present in all life cycle stages and located specifically
at the FAZ has been described (Ruiz-Moreno et al., 1995). Additionally, newly characterized FAZ
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proteins FLAM3 and ClpGM6 have been shown to be considerably larger (483 and, 660 kDa,
respectively) than other cytoskeletal proteins (Muller et al., 1992; Rotureau et al., 2014).

Here, we focused our studies on the characterization of the FAZ10 protein in 7. brucei. During
in a study in our group in which we used mass spectrometry analysis to identify novel cytoskeletal
HMWPs in kinetoplastids, we independently identified FAZ10. From that, we were able to characterize
FAZ10 as a giant protein of approximately 2000 kDa and reveal its localization at the FAZ with anti-
FAZ10 antibody. Upon depletion of FAZ10, the attachment of the new flagellum is compromised,
kinetoplasts and nuclei positioning is affected, and cytokinesis is disrupted. Although FAZ10 is not
essential for flagellum and FAZ formation, its depletion affects the orientation of, and distance between,
the PFR/axoneme and the FAZ filament. We show that FAZ10 is also required for correct orientation

of the cleavage furrow, reinforcing the importance of cytoskeleton proteins in cell division.
Results
FAZ10 is a large and repetitive cytoskeletal protein of T'. brucei

A mass spectrometry analysis of 7. brucei HMWPs excised from an SDS-PAGE gel was
performed and the resulting peptide data was matched against the TriTrypDB
(http://tritrypdb.org/tritrypdb/). We detected Tb927.7.3330, a protein previously identified as a FAZ
component in 7. brucei (Morriswood et al., 2013) and recently named FAZ10 (Sunter et al., 2015a).
However, besides its localization, nothing was known about the molecular and cellular biology of this
protein.

FAZI10 is encoded by a 13005-bp long ORF located on chromosome 7 and it is predicted to be
a high molecular weight protein (MW > 502 kDa, pl 4.62) based on its sequence in TriTrypDB (Aslett
etal.,2010). FAZ10 protein structure is characterized by an N-terminal portion, two coiled-coil domains
(as predicted by COILS (Lupas et al., 1991)) separated by a central region, and a C-terminal portion
(Fig. 1A). Distributed within the two coiled coil domains of Tb927.7.3330 are 52 nearly identical
repeats of 35 amino acids (Fig. 1B, C). Orthologues were detected in other Trypanosoma species, each
exhibiting similar repeat-containing patterns although with variations in length and number of repeats
and diverging up to 57% (7. cruzi and T. congolense) in amino acid sequence (Fig. 1B, C). Additionally,
T. b. gambiense and T. evansi orthologues also showed another repeated motif, but with a completely
different sequence from that observed for FAZ10 (Fig. 1B, C). Moreover, the TMHMM prediction
method did not detect any transmembrane helices (Kall et al., 2004).

FAZ10 is a giant FAZ protein highly associated with the flagellum

To facilitate FAZ10 characterization, a mouse polyclonal antibody (anti-FAZ10) was raised
against its C-terminal end, corresponding to amino acids 4085-4334. The serum was used to detect the

FAZ10 protein in cytoskeletal preparations by Western blotting and to evaluate FAZ10 cellular
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distribution by immunofluorescence. As FAZ10 is predicted to be a HMWP, cytoskeletal fractions were
separated by linear gradient SDS-PAGE (Fig. 2A, B), as has been used extensively to study other
megadalton proteins of trypanosomatids (Ruiz-Moreno et al., 1995; Baqui et al., 1996; Baqui et al.,
2000a; Baqui et al., 2000b) and higher eukaryotes (Wang, 1982). Several high molecular weight protein
bands were observed in all fractions of the cytoskeleton preparation (Fig. 2B), with the anti-FAZ10
antibody recognizing a high molecular weight doublet of bands (~ 2000 kDa) in the P1 (whole
cytoskeleton) and P2 (flagella) fractions (Fig. 2C) by Western blotting. To determine whether these
bands correspond to the giant proteins, the cytoskeletal extract were immunoprecipitated with anti-
FAZ10 antibody and western blotting specifically recognized a 2000 kDa cytoskeletal giant protein
(Fig. 2D). This is much higher than FAZ10’s predicted size of 502 kDa, but use of this antibody in
FAZ10 RNAI cells (Fig. 3B, C) and immunofluorescence analysis (Fig. S1) confirmed its specificity.
C-terminally myc-tagged FAZ10 (FAZ10:myc) was detected at the same molecular weight (Figs. 3C
and 4A), suggesting that FAZ10 might contain more repeat regions than annotated and/or is extensively
post-translationally modified. Confocal analysis revealed that FAZ10 is putatively distributed along the
FAZ structure, ranging from the flagellar pocket to the anterior end of the cell but not extending to the
distal tip of the flagellum (Fig. 2E), similar to what has been observed by Morriswood et al. (2013) in
PCF T. brucei with Tyl-tagged FAZ10. The same distribution was observed in the new FAZ when cells
were progressing through cell division (Fig. 2E). Further, FAZ10:myc expressed from its endogenous
locus in PCF or BSF trypanosomes exhibited the same cellular localisation as detected by
immunofluorescence (Figs. 2F, 4B and S2). Also, anti-FAZ10 antibody revealed the presence of the
FAZ10 in isolated flagella by Western blotting in agreement with the detection of the same protein in
the flagellar fraction (Fig. 2G). Thus, FAZ10 is a giant cytoskeletal protein highly associated with the
flagellum.

Moreover, whole cytoskeletons were co-labelled with anti-FAZ10 and with either L3B2 to
visualize FAZ1 (FAZ filament domain) or with anti-ClpGM®6 the calpain-like protein GM6 (ClpGM6;
FAZ flagellum domain). Confocal analysis revealed that FAZ10 does not completely co-localize with
FAZ]1 and does not colocalize at all with ClpGM6 (Fig. S3A, B). Hence, FAZ10 probably, given its
apparent lack of transmembrane domains, association with isolated flagella, periodic localization along
the FAZ and its close proximity to FAZ1, localizes to the FAZ intracellular domain (intermembrane
staples) (Hoog et al., 2012; Sunter and Gull, 2016). A closer examination of FAZ10 in detergent-
extracted cytoskeletons of PCF T. brucei expressing FAZ10:myc was performed by immunogold-EM
double labelling with anti-FAZ10 and anti-myc antibodies. These antibodies revealed the same punctate
pattern distribution along the FAZ, likely corresponding to the ~122 nm apart junctional complexes that

connect the cell body to the flagellum (Fig. 2H).

Knockdown of FAZ10 affects cell proliferation, flagellum attachment and inhibits nuclei and

kinetoplasts segregation in 7. brucei
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The function of FAZ10 was investigated using RNAI, initially in PCF T. brucei (Wirtz et al.,
1999). Upon 24 hours of RNAi induction, FAZ10 protein levels decreased substantially and were barely
detectable by Western blotting or immunofluorescence by 72-96 hours post-induction (Fig. 3A, B).
FAZ10 depletion was also confirmed by introducing FAZ10:myc into the FAZ10 RNAI cell line and
Western blotting with anti-myc antibody (Fig. 3C). Depletion of FAZ10 was accompanied by a
substantial decrease in growth rate indicating that FAZ10 is necessary for normal cell proliferation (Fig.
3D). Furthermore, FAZ 10 depletion caused morphological defects in cell shape and size, indicating that
FAZ10 is needed for the maintenance of the morphology of the daughter cells (Fig. 3E). In addition,
induced cells exhibited flagellum attachment abnormalities (Fig. 3E), with the proportion of cells with
one or more flagella partially or fully detached from the cell body increasing substantially by 48 hours
post-RNAI induction (Fig. 3F). Additionally, cells containing abnormal numbers of nuclei (N) and
kinetoplasts (K) accumulated (Fig. 3G). After 96 hours of induction, zoids (Robinson et al., 1995),
which contain a single kinetoplast (ON1K) and 2N1K cells comprised approximately 11% and 5% of
the population, respectively. The origin of these cells appeared to be 2N2K cells that were unable to
divide in the right plane, generating unequal daughter cells. The lower numbers of 2N 1K cells compared
to zoids can be explained by 2N1K cells continuing to replicate their organelles and becoming
multinucleated cells (Fig. 3G, ‘Other’ cells).

To investigate FAZ10 function in BSF T. brucei, a FAZ10 RNAIi cell line endogenously
expressing FAZ10:myc was generated. Induction of FAZ10 RNAIi resulted in depletion of the high
molecular weight FAZ10:myc protein to undetectable levels by 48 hours post-induction as monitored
by Western blotting and immunofluorescence (Fig. 4A, B). Similar to procyclic cells, FAZ10 localised
to the FAZ structure (Fig. 4B). FAZ10 knockdown impaired cell growth from 24 hours post-induction
(Fig. 4C) and resulted in the accumulation of cells that were aberrant with respect to their size and
shape, and flagellum attachment (Fig. 4D). Flagellum attachment defects increased over time following
FAZ10 ablation with detached flagella being detected in ~30% cells by 72 hours post-induction (Fig.
4E). Significant numbers of multinucleated cells were also observed from 24 hours post-induction (Fig.
4F, G, ‘Other’ cells). Likewise procyclic cells, zoids were also observed, in this case most likely
originating from 1N2K cells that divided prematurely prior to completion of mitosis (Fig. 4H), or as

2N1K cells were also detected, from aberrant division of 2N2K cells.
FAZ10 is responsible for the organization of the FAZ and flagellar structures

To investigate whether these defects could have occurred as a consequence of the malformation
of essential structures of the trypanosome flagellum, the axoneme, FAZ and PFR were examined by
immunofluorescence of isolated flagella and cytoskeletons using B-tubulin, FAZ1 and PFR antibodies,
respectively. No alterations in protein distribution were observed, indicating that the lack of FAZ10 did
not impair the formation of these structures (Figs. S1 and S4). To investigate further the flagellar/FAZ

structure following FAZ10 RNA, cells were examined by transmission electron microscopy (TEM).
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Although immunofluorescence had shown that FAZ10-depleted cells still formed the PFR and FAZ
(Figs. S1 and S4), by electron microscopy, a loss of proper linkage between the proximal domain of the
PFR and the intracellular FAZ filament was observed, increasing the distance between these structures,
on average by ~62% (p < 0.001) (Fig. 5A, B). Moreover, in induced cells with two flagella, the
axoneme/PFR structures were no longer orientated in the same direction as in wild type or uninduced
cells; instead, one flagellum was rotated such that its axoneme faced the axoneme of the second
flagellum (Fig. 5C), which could have occurred as a result of a weakened flagellum attachment
following FAZ10 depletion. Additionally, based upon the analysis of many thin sections of induced
cells, we observed events like the presence of two flagella (axoneme + paraflagellar rod) inside the
same flagellar membrane (Fig. 5D), and significant disorganization and/or mislocalisation of the FAZ
microtubule quartet (Fig. SE, F). Besides these effects, the arrangement of subpellicular microtubules
underlying the flagellum also showed some disorganization (Fig. S5F).

Thus, while FAZ10 is probably not essential for the formation of the axoneme, PFR and FAZ,
it likely plays roles in the overall organization of these structures, with direct implications for their

functionality.
Lack of FAZ10 compromises nucleus and Kinetoplast segregation and positioning

FAZ10-depleted PCF and BSF cells also exhibited mispositioned nuclei and kinetoplasts after
mitosis, which led to the accumulation of aberrant cells after cytokinesis (Figs. 3E, G, and 4D, F, G).
This phenomenon was analysed in more detail in PCF T. brucei by tracking the position of the
duplicated kinetoplasts relative to the posterior nucleus in 2N2K cells (Fig. 6A). Compared to
uninduced cells, posterior kinetoplasts in FAZ10-depleted cells had a broader distribution range, while
the anterior kinetoplasts were distributed significantly more posteriorly with many overlaying or being
located posterior to the posterior nucleus (Fig. 6A). Additionally, the internuclear distance was reduced
(Fig. 6A). A number of abnormal rearrangements of nuclei and kinetoplasts were present in 2N2K cells
(Fig. 6B), of which the most common was where the anterior kinetoplast was superimposed over the

posterior nucleus (Fig. 6B, phenotype 4).

FAZ10 is essential for defining the cleavage furrow path during cytokinesis

As well as FAZ10 being required for proper flagellum attachment, cell morphogenesis and
organelle segregation, cytokinesis also appeared to be affected following FAZ10 knockdown. Close
examination of FAZ10-depleted cells showed that in 2N2K cells undergoing cytokinesis, the furrow
was either incorrectly positioned (asymmetrical) (Fig. 3E) or incorrectly timed (occurring prior to
completion of N/K duplication and segregation) (Fig. 4H) in a much greater proportion compared to
uninduced cells (Fig. 7A). We hypothesized that flagellum detachment was responsible for that defect.
However, while dividing cells with detached flagella always exhibited defective furrow ingression (Fig.

7B, C), for the most part, defective furrow ingression did not correlate with any obvious defective
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flagellum attachment, since 70-80% of aberrantly dividing cells did not display detached flagella (Fig.
7B, D). This was confirmed by visualising the highly asymmetric segregation of the cell body and the
nuclei and kinetoplasts via B-tubulin antibody labelling and DAPI staining (Fig. 7E). On occasion, the
cleavage furrow was observed to ingress through the anterior nucleus, resulting in even more aberrant
DNA accumulation (Fig. 7E).

Similar observations were made via scanning electron microscopy (SEM), where we were able
to track the cleavage furrow generation and ingression. In uninduced cells, the cleavage fold forms as
an invagination of the cell body (i) with anterior-to-posterior ingression of the furrow (ii) (Fig. 7F). In
FAZ10-depleted cells, the definition of the cleavage fold invagination is lost resulting in asymmetric
division (Fig. 7F). SEM also revealed cells undergoing alternative posterior-to-anterior cytokinesis (Fig.
7G), as previously observed upon depletion of CIF1 and CIF2, and which has been proposed to be an
alternative or backup cytokinesis pathway following inhibition of the anterior-to-posterior furrow
ingression (Zhou et al., 2016b; Zhou et al., 2016a). Therefore, FAZ10 may play a role in the definition
of the path for cleavage furrow ingression during the early steps of cytokinesis. Together, these results
indicate that the depletion of FAZI10 inhibits proper cytokinesis through mispositioning of the

duplicated nuclei and kinetoplasts, and aberrant placement of the cleavage furrow.
Discussion

We report here the functional characterisation of 7. brucei FAZ10, a high molecular weight
protein (HMWP) previously shown to localise to the FAZ region in close proximity to the bilobe
structure (Morriswood et al., 2013; Sunter et al., 2015a). FAZ10 is, to our knowledge, the largest protein
investigated and characterized in 7. brucei to date. A number of studies have described HMWPs,
comprising proteins ranging from around 500 kDa to as large as 3500 kDa, in several trypanosomatids
(Ruiz-Moreno et al., 1995; Baqui et al., 1996; Baqui et al., 2000a; Baqui et al., 2000b; Hayes et al.,
2014; Rotureau et al., 2014). While the roles of most of these HMWPs remain unclear, several of them
have been localised to the cytoskeleton and in particular to the FAZ. Interestingly, where their functions
have been determined, most HMWPs appear to play important roles in cell morphogenesis (Hayes et
al., 2014; Rotureau et al., 2014).

Although the annotated Tb927.7.3330 ORF in TriTrypDB is predicted to encode a 502 kDa
protein, FAZ10 was detected here by Western blot analysis, as a doublet of proteins of approximately
2000 kDa, about four times larger than expected. The 2000 kDa protein was confirmed to be FAZ10
since it was depleted in FAZ10 RNAi cells following induction, and FAZ10:myc was observed to
migrate similarly. Since there is an abundance of repetitive elements in FAZ10, it is possible that these
regions may not have been correctly assembled due to sequencing assembly errors and are actually
more extensive than annotated in TriTrypDB.

Other giant cytoskeletal proteins have also been detected as doublets in Phytomonas and

Leishmania (Baqui et al., 2000b), and in higher eukaryotes (Labeit and Kolmerer, 1995). A similar
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migration pattern was observed for FAZ1, FLAM3 and ClpGM6 (Vaughan et al., 2008; Hayes et al.,
2014; Rotureau et al., 2014), and our unpublished observations suggest that this behaviour might be a
common feature of high molecular weight proteins. Although the result of cytoskeleton and flagella
isolations might lead to protein degradation during the process, we used several protease and
phosphatase inhibitors to minimize these effects. Instead it is possible that the doublet could represent
allelic variation due to heterogeneity in the number of repeats, or the two bands could represent different
post-translational modifications, as has been proposed for the FAZ1 doublet (Vaughan et al., 2008).

FAZ10 localisation is similar to that of FAZ1, and indeed appears to partially co-localise with
FAZ1 by immunofluorescence. Additionally, FAZ10 is localised close to ClpGM6, but the proteins do
not overlap at any point. Since FAZ10 is present in isolated flagella but does not contain a
transmembrane domain, we suggest that FAZ10 may be localised to the FAZ intracellular domain, most
likely to the intermembrane staples, of this intricate cytoskeletal structure (Sunter and Gull, 2016), as
indicated by immunogold-EM of whole-mounted cytoskeletons of 7. brucei. This is consistent with
other FAZ proteins that display flagellum attachment and/or nucleus/kinetoplast positioning defects
following RNAi depletion. Depletion of FAZ10 resulted in an increased distance between the distal
domain of PFR and the junctional complexes of the FAZ intracellular domain, indicating that FAZ10
may act to tether these structures together.

Our data suggest that FAZ10 has several biological functions. Firstly, FAZ10 is required for
flagellum attachment since its knockdown led to ~30% of cells displaying detached flagella in both PCF
and BSF parasites, similar to the proportion of flagellum attachment defects that occurred following
FAZ]1 depletion (Vaughan et al., 2008). Defects in flagellum orientation with respect to the cell body
were also observed. Several other FAZ proteins are known to participate in flagellum attachment
(LaCount et al., 2002; Vaughan et al., 2008; Sun et al., 2013; Rotureau et al., 2014), but it seems that
these cannot entirely compensate for the absence of FAZ10.

In addition to flagellum attachment, FAZ10 plays important roles in cell division. Following
FAZ10 depletion, cells accumulated with abnormal numbers of nuclei and kinetoplasts that were often
malpositioned, and it is likely that these effects, at least in part, can be attributed to defective flagellar
attachment. The flagellum/FAZ have been shown to be crucially important for the repositioning of
organelles after their duplication (Zhou et al., 2011; Sun et al., 2013; Hayes et al., 2014) and it has been
reported that formation and elongation of the new flagellum/FAZ provides the force necessary for the
movement of the new basal body and kinetoplast towards the posterior end of the cell (Absalon et al.,
2007). In this study, we observed that the segregation of duplicated kinetoplasts and nuclei was
significantly compromised in 2N2K cells after FAZ10 silencing, consistent with flagellum/FAZ
destabilization leading to aberrant movement of duplicated organelles. We hypothesise that the newly
formed flagellum/FAZ, which exhibits disorganization and decreased attachment to the cell body, has
reduced traction with which to bring about the movement of these organelles following their

duplication, thus resulting in a range of aberrant N/K positions in 2N2K cells. However, a direct role in
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organelle positioning independently of flagellar detachment cannot be entirely ruled out at this stage,
since in many 2N2K cells exhibiting aberrant N/K positioning, the flagella were not obviously detached.
Indeed, depletion of the cytoskeletal-associated protein AIR9 (May et al., 2012) or the phosphatase
PP1-3 (Gallet et al., 2013) resulted in nucleus/kinetoplast positioning defects in the absence of flagellum
attachment defects.

Defective flagellar attachment is also known to disrupt or inhibit cytokinesis. For instance,
FAZ1 knockdown cells, which are able to form a FAZ, albeit an aberrant one, display a range of
detachment defects of the flagellum, leading to aberrant nucleus segregation and defects in cytokinesis
(Vaughan et al., 2008). Similarly, knockdown of FLAT1 leads to flagellum detachment, resulting in
cytokinesis arrest and the formation of multinucleate cells (LaCount et al., 2002). It should be noted
that flagellar detachment does not always lead to defects in cytokinesis. RNAi silencing of the FLA1-
binding protein, FLA1BP causes flagellum detachment but does not affect cell division (Sun et al.,
2013). However, in this study, our data indicate that the flagellar detachment mediated by FAZ10-
depletion always results in defective cytokinesis.

Our data also demonstrate direct roles for FAZ10 in cytokinesis. Many 2N2K PCF cells
exhibited mispositioned cleavage furrows and underwent unequal cytokinesis despite both flagella
being attached. Additionally, some FAZ10-depleted PCF cells were observed to be undergoing
cytokinesis furrow ingression from the posterior rather than the anterior end. Further, in BSF cells,
IN2K cells with attached flagella were observed to undergo premature and unequal cytokinesis. Thus,
FAZ10 appears to be required for determining cleavage furrow positioning and for the timing of furrow
ingression, independently of its role in flagellar attachment. These roles are similar to those identified
for MOB1, which affects cleavage furrow positioning and timing of cytokinesis when depleted in PCF
T. brucei (Hammarton et al., 2005), and for AIR9 which has been shown to play a role in cleavage
furrow positioning in BSF T. brucei (May et al., 2012). Future works should explore whether these
proteins operate within the same regulatory pathway. Further, the indications that FAZ10 may be
necessary to ensure the suppression of the alternative posterior-to-anterior cytokinesis pathway might
suggest cooperation between FAZ10 and CIF1/CIF2, especially as FAZ10 has been identified as a close
neighbour and possible binding partner of CIF1 (Zhou et al., 2016a).

Altogether, our data indicate that depletion of FAZ10 results in several different phenotypes. It
is possible that these phenotypes are mediated by FAZ10 depletion destabilising other FAZ proteins.
Many studies have shown that FAZ architecture relies on a number of proteins with different functional
roles and displaying specific localisations within the FAZ (Absalon et al., 2007; Vaughan et al., 2008;
Zhou et al., 2011; Hayes et al., 2014; Rotureau et al., 2014; Hu et al., 2015; Sunter and Gull, 2016).
Roles in flagellar attachment and organelle positioning, as defined here for FAZ10, are common to
many FAZ proteins. However, FAZ10 is the first FAZ protein to be directly linked to controlling the
timing and positioning of the cleavage furrow. Given its giant size and repetitive nature, it is tempting

to speculate that FAZ10 might act as a scaffold for regulatory signalling molecules at the site of
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cytokinesis initiation. Studies to isolate binding partners of FAZ10 are now required to elucidate the

mechanisms by which it operates.
Materials and Methods

Bioinformatics. TriTrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) was used to search for FAZ10 orthologues.
Regular expressions were built in the online tool RegExr v2.0 (http://www.regexr.com/) to search for,
identify and extract repeat patterns within sequences of FAZ10 and its orthologues. Sequences
similarities were analysed by BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) and alignment analyses
were performed with Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). The phylogenetic
analysis was performed using MEGA4 and the tree was obtained using the Neighbour-joining method
with 5000 bootstrap replications as described by Galetovic et al. (2011). Sequence logos were generated

using WebLogo version 2.8.2 (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).

Trypanosomes and cell culture. All cell lines were derivatives of Trypanosoma brucei strain 427. For
RNAI, the procyclic 29-13 and bloodstream form 90-13 host cell lines were used (Wirtz et al., 1999).
Procyclic cells were grown in SDM-79 (LGC Bio - Sdo Paulo, Brazil) medium supplemented with
hemin and 10% FBS (Life Technologies — California, US) at 28°C and 5% CO, (Brun and
Schonenberger, 1979). Bloodstream form parasites were cultured in HMI-9 medium (Life

Technologies) supplemented with 20% FBS at 37°C and 5% CO; (Hirumi and Hirumi, 1989).

RNAI cell lines and transfection. For the construction of the FAZ10 RNAI cell line, a 575 bp target
fragment of the FAZIO coding sequence (Tb927.07.3330), selected using the RNAit software
(trypanofan.bioc.cam.ac.uk/software/RNAit.html) (Redmond et al., 2003), was amplified by PCR and
cloned using Spel and HindIIl restriction sites into the tetracycline inducible p2T7-177 vector
(Wickstead et al., 2002). To construct FAZ10:myc cell lines, the last 900 bp of the FAZI0 coding
sequence (Tb927.7.3330) without the stop codon were cloned using Hind III and Xba I into the
PNATXTAG vector (Alsford and Horn, 2008) to allow integration into the FAZ10 locus for endogenous
expression. For all vectors, 5-10 pg of plasmid were linearized at the appropriate restriction site and
transfected into 2-6 x 107 cells using either a Gene Pulser Electroporation System (BioRad; PCF)
(McCulloch et al., 2004) or an AMAXA Nucleofector II system (programme X-001; BSF) (Burkard et
al., 2007). Transformants were selected by limiting dilution and cells were maintained in the presence
of G418 (15 pgml ™), hygromycin (50 pgml™') and zeocin (10 pgml™) for PCF and G418 (2.5 ugml™),
hygromycin (5 pgml™!) and phleomycin (2.5 pgml™!) for BSF. FAZ10:myc cell lines were maintained
in the presence of blasticidin (10 ugml'). Cell density was monitored daily, with cultures maintained
between 1 x 10°%-1 x 107 cellsml! (PCF) and 1 x 10°-1 x 10° cellsml! (BSF). RNAi induction was
achieved by the addition of 1 pgml! doxycycline or tetracycline and fresh drug was added at each

culture dilution (Wirtz et al., 1999).
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DAPI staining. Cells were fixed in -20 °C methanol for at least 1 hour and stained with 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI), and the number of nuclei and kinetoplasts per cell were counted using
epifluorescence microscopy DMI4000 Leica (Department of Cellular and Molecular Biology and
Pathogenic Bioagents, Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo) or Zeiss Axioskop2
microscope/Axiocam MRM camera (Institute of Infection, Immunity and Inflammation, University of

Glasgow).

Morphogenetic measurements. Fluorescence microscopy images of DAPI-stained cells were used to
evaluate kinetoplast and nucleus positioning. ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes
of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/) was used to measure the position of
kinetoplasts and nuclei in 2N2K cells. The centre of the posterior nucleus was used as reference for the
coordinates of the kinetoplasts and anterior nucleus. A straight line connecting the two nuclei was used
to define the longitudinal axis of the cell (posterior-anterior end). Each kinetoplast and anterior nucleus

position was plotted as a coordinate.

Cytoskeleton and flagella isolation. Whole cytoskeletons and flagella were obtained as described by
Baqui et al. (2000b). Briefly, cells were harvested by centrifugation and washed twice in phosphate-
buffered saline (PBS) before being resuspended in ice-cold lysis buffer (50 mM HEPES pH 6.9; 0.1
mM EDTA; 5 mM EGTA and 2 mM MgCl,) containing 1% NP-40 and the following protease and
phosphatase inhibitors: 2 ugml! aprotinin, 5 pgml! antipain, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride,
10 uM leupeptin, 1 mM DTT, 0.5 mM benzamidine, | mM sodium orthovanadate, and 5 mM sodium
fluoride. Cytoskeletons were pelleted by centrifugation at 10000 x g for 10 min at 4 °C, washed twice
with PBS and either prepared for SDS-PAGE, or resuspended in Tris buffer (50 mM Tris pH 7.2; 1| M
NaCl containing the same protease and phosphatase inhibitors as described above) and incubated on ice
for 45 min prior to centrifuging at 10000 x g for 10 min at 4 °C to obtain isolated flagella and cell body

supernatant.

Polyclonal FAZ10 antibody. The coding sequence for the last 250 amino acids of Tb927.7.3330
(without the stop codon) was fused to the glutathione-S-transferase (GST) coding sequence in the
pGEX-4T-1 vector (GE Healthcare) using the Eco RI and Xho I restriction sites. GST:CtermFAZ10
was expressed and purified from BL21star E. coli (B ¥~ ompT gal dem lon hsdSg(rgmg”) [malB* k-
12(A%)) using glutathione-sepharose according to the manufacturer’s instructions. The purified
recombinant protein was then emulsified with PBS and Freund’s complete adjuvant and injected
subcutaneously into female Balb/C mice (6-week old). Three additional boosts with incomplete
adjuvant were performed at 2-week intervals. Blood was collected from the orbital plexus and the serum
was used in subsequent analysis (Donovan and Brown, 2006). All experiments with mice were approved
in accordance with the Ethical Principles on Animal Experimentation (Protocol n°014/2012) of the

University of Sao Paulo (COBEA).
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Immunoprecipitation. A total of 2x10° cells of cytoskeletal fraction of T. brucei PCF were used
(described above). Cytoskeletons were resuspended in 1 ml RIPA buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150
mM NaCl, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 1% NP-40) in the presence of protease and
phosphatases inhibitors, sonicated twice and left on ice for 30 min. Samples were centrifuged at 12000
g at 4 °C for 10 minutes and the resulting supernatant was diluted in equal volume of T-NET buffer (20
mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, and 0.5% NP-40). We first incubated with pre-
immune mouse serum (1: 200) for 2 hours at 4 °C with agitation and centrifuged at 12,000 g for 2 min.
The supernatant was recovered in a new tube and a suspension of protein A-Sepharose (GE Healthcare)
was added and incubated for 30 min at 4 °C with agitation. The supernatant was collected in a new tube
and incubated with anti-FAZ10 antibody (1:50) overnight at 4 °C (IP). Thereafter, the same procedure
was repeated by addition of protein A-Sepharose and centrifugation. The immunocomplexes (IP) were

resuspended in sample buffer for analysis by SDS-PAGE.

SDS-PAGE and Western blotting. A total of 5x107 cells and corresponding cell fractions were
resuspended in SDS sample buffer (100 mM Tris-HCl pH 6.8, 4% glycerol, 2% SDS, 0.01%
bromophenol blue and 200 mM DTT) and incubated for 5 min at 95 °C. Samples were analysed by
SDS-PAGE using a 2.5% -12.5% polyacrylamide gradient gel. Rabbit skeletal muscle myofibrils were
used as the mass standard (Wang, 1982; Baqui et al., 1996). Gels were stained with Coomassie Blue G-
250 or transferred to nitrocellulose membrane. For Western blotting analysis, membranes were blocked
with 5% skimmed milk in Tris-buffered saline (TBS; 50 mM Tris-HCI pH 7, 150 mM NaCl) containing
0.05% Tween20 for 2 hours at room temperature and then incubated with primary antibody in TBST
(anti-FAZ10, 1:500; anti-PFR (PFR, 1:2000, a kind gift from Dr Sérgio Schenkman, UNIFESP, Brazil);
anti-B-tubulin (B-tubulin, 1:10000, SIGMA); anti-EFla (CBP-KK1, 1:10,000, Millipore); anti-myc
(4E6 or 9E10, 1:1000, Millipore)). After 3 washes with TBST, membranes were incubated with goat
anti-mouse IgG peroxidase-conjugated antibody (Pierce) (1:12000) and the signal detected with
enhanced chemiluminescence (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) according to the manufacturers

instructions.

Immunofluorescence. Parasites were collected by centrifugation and washed once with PBS. They
were settled onto 0.01% poly-lysine coated slides, fixed with PBS containing 3.6% paraformaldehyde
for 10 minutes and permeabilized with PBS containing 0.3% Triton X-100 for 5 minutes. The slides
were blocked with PBS containing 2% bovine serum albumin for 30 minutes, and then incubated with
the following primary antibodies, diluted in blocking solution: anti-p-tubulin (1:500, Sigma), anti-PFR
(1:250), anti-FAZ1 L3B2 (1:5, a kind gift from Prof Keith Gull, Oxford, UK) (Kohl et al., 1999), anti-
myc 4E6 and 9E10 antibodies (1:300 and 1:100), anti-FAZ10 (1:50) and anti-ClpGM6 (1:200, a kind
gift from Prof Keith Gull). Alexa Fluor IgG secondary antibodies (Life Technologies) were used at
1:500. No nonspecific labelling was observed with these secondary antibodies alone (data not shown).

Images were acquired using a Leica DMI4000 B epifluorescence microscope, a Leica Confocal SP5
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Microscope (LMMC- Multiuser Laboratory of Confocal Microscopy, Department of Cellular and
Molecular Biology and Pathogenic Bioagents, Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo)
or a Zeiss Axioskop2 microscope/Axiocam MRM camera (Institute of Infection, Immunity and

Inflammation, University of Glasgow).

Electron microscopy. For transmission-EM (TEM) of ultrathin sections, 7. brucei parasites were fixed
in 2% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer, post-fixed in 1%
osmium tetroxide, block-stained with 2% uranium acetate in 0.1 M sodium acetate (pH 5.0). Samples
were dehydrated in ethanol and then propylene oxide and embedded in resin (Embed 812, EM
Sciences). Ultrathin sections were collected on Pioloform (Ted Pella, Redding, CA) and carbon-coated
single sloth grids, and contrasted with uranyl acetate and lead citrate (Moreira et al., 1991).
Immunogold-EM was performed as described elsewhere (Robinson and Gull, 1991; Baqui et al., 1996).
Briefly, cytoskeletons were collected and applied to carbon-formvar-polylysine-coated nickel grids.
Detergent-extraction was performed in PEME buffer (100 mM PIPES, pH 6.9, 1 mM MgSO4, 0.1 mM
EDTA, 2 mM EGTA, containing 1% NP-40) plus protease inhibitors: benzamine, DTT, PMSF. Samples
were then fixed with 3.7% paraformaldehyde plus 0.01% glutaraldehyde in PEME buffer and washed
in 20 mM glycine in PBS, followed by 1% BSA in PBS. Grids were incubated with mouse anti-FAZ10
(diluted 1:5) and with rabbit anti-myc antibodies (1:10, a gift from Dr Ramanujan Hegde, Cambridge,
UK) followed by secondary antibody goat anti-mouse 15 nm and goat anti-rabbit 6 nm gold conjugates
(1:40, EMS, Hatfield, PA). Then, grids were post-fixed in 2.5% glutaraldehyde and negatively stained
with 2% ammonium molybdate, pH 6.9. After the embedding methods for immunogold and EM
processing, the images were acquired at 120 kV using a Tecnai G2 electron microscope (LCMS,
Laboratory of Cellular and Molecular Ultrastructure of the Department of Pathology and Forensic
Medicine, Ribeirdo Preto Medical School, University of S@o Paulo). Scanning-EM (SEM) was
performed as described elsewhere (Sant'Anna et al., 2005). Briefly, cells were fixed with 2.5% (v/v)
glutaraldehyde in PBS for 2 hours at room temperature. Cells were treated with osmium tetroxide and
then settled onto poly-lysine treated coverslips. After washing the cells three times with PBS, cells were
dehydrated in an alcohol series (30%, 50%, 70%, 90%, and 100%). The dehydrated sample was taken
into an insulated chamber and liquid CO; was injected at 4 °C with samples being gradually heated to
40°C. Then, samples were impregnated with gold and images were acquired using Jeol JSM-6610 LV
microscope (LMME, Multiuser Electron Microscopy Laboratory, Department of Cellular and
Molecular Biology and Pathogenic Bioagents, Ribeirdo Preto Medical School, University of Sdo Paulo).
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Figure legends

Figure 1: FAZ10 is a giant repeat-containing protein. A. Domain structure of FAZ10 showing N-
and C-terminal regions (N-term and C-term, respectively), two coiled-coil (CC) domains and the central
region that separates them are shown. B. Representation of the consensus amino acid sequence for the
repeat pattern found in FAZ10 and orthologues. C. Comparison of the single FAZ10 orthologue present
in various trypanosomes. Each box represents a single repeat sequence, which is coloured according to
its similarity to the consensus sequence given in (B). The total numbers of repeats and the repeat

aminoacid (aa) length are listed on the right.

Figure 2: FAZ10 localizes to the FAZ and is associated with the flagellar cytoskeletal fraction of
PCF T. brucei. A. Flow chart illustrating the preparation of different fractions of the cytoskeleton of
PCF T. brucei. B. Linear gradient (2.5%-12.5%) SDS-PAGE analysis of cytoskeletal fractions. Gels
were stained with Coomassie blue. M: rabbit muscle myofibrils molecular mass standard; S1: detergent-
soluble proteins; P1: whole cytoskeleton; S2: 1M NaCl-soluble cell body proteins; P2: flagella. The
HMWP region (500 - 3800 kDa) is indicated with bracket. C. Western blot analysis of cytoskeletal
fractions (described in B) with FAZ10 antibody. PFR (paraflagellar rod) and B-TUB (B-tubulin)
antibodies were used to validate the integrity of the cytoskeleton fractions. D. Immunoprecipitation (IP)
of the cytoskeletal fraction with anti-FAZ10 antibody analysed by SDS-PAGE and silver-stained (SS)
or by western blotting with anti-FAZ10 antibody (WB). E. Immunolocalization of FAZ10 protein using
anti-FAZ10 antibody (FAZ, red) in PCF T. brucei. Nuclei and kinetoplasts are stained with DAPI (blue);
DIC/DAPI/ FAZ10 merged images are shown, as indicated. Scale bar = 5 um. F. Immunofluorescence
microscopy of whole cytoskeletons of the FAZ10 RNAi + FAZ10:myc cell line labelled with anti-myc
(FAZ10:myc; green). DAPI (blue) stained nuclei and kinetoplasts. Merged images are shown, as
indicated. Scale bar = 5 um. G. FAZ10 is localized to the intact flagella of PCF T. brucei with anti-
FAZ10 antibody. DIC, anti-FAZ10 antibody (FAZI10, green) and DIC/FAZ10 merged images are
shown, as indicated. Scale bar = 5 um H. Immunogold EM labelling of FAZ10 and FAZ10:myc. PCF
T. brucei cytoskeletons were labelled with anti-FAZ10 and anti-myc antibodies and revealed with
secondary antibodies conjugated to colloidal gold (FAZ10 - 15 nm; myc - 6 nm). Arrowheads indicate
the punctate repetitive pattern distribution at the FAZ. Insets are indicated by boxes. Scale bars = 200

nm.

Figure 3: FAZ10 knockdown in PCF T. brucei affects cell growth, morphogenesis and flagellum
attachment. A. Western blotting of detergent-extracted cytoskeleton of uninduced (-dox) and
doxycycline-induced (+dox) FAZ10 RNAI cells at the timepoints indicated. Anti-FAZ10 labelled
FAZ10 and anti-PFR was used as a loading control. B. Immunofluorescence of whole cytoskeletons

from uninduced (-dox) and doxycycline-induced (+dox; 96 hours) FAZ10 RNAi cells. DIC, DAPI
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(blue), anti-FAZ10 (FAZ10, red) and DIC/DAPI/anti-FAZ10 merged images are shown, as indicated.
Scale bar = 5 pm. C. Western blotting of whole cell lysates of uninduced (-dox) and doxycycline-
induced (+dox; 96 hours) FAZ10 RNAi or FAZ10 RNAi + FAZ10:myc cells. Anti-FAZ10 and anti-
myc antibodies were used to detect FAZ10 and FAZ10:myc, respectively. Anti-PFR was used as a
loading control. D. Growth curve of FAZ10 RNAI cells in the presence (+dox) or absence (-dox) of
doxycycline. Cells were counted daily and diluted as indicated to maintain logarithmic phase growth.
E. Fluorescence microscopy of DAPI-stained of uninduced (-dox) or induced (+dox; 96 hours) FAZ10
RNAI cells. Arrowheads indicate fully or partially detached flagella. Arrow indicates a cell with
abnormal furrow ingression. Scale bar = 7.5 um. F. Quantification (%) analysis of FAZ10 RNAI cells
with flagellum attachment defects over time following RNAi induction. n > 500 cells/timepoint. G.
Quantification (%) of nuclei (N) and kinetoplasts (K) in DAPI-stained FAZ10 RNAI cells over time
post-RNAI induction (n > 250 cells per timepoint).

Figure 4: FAZ10 knockdown in BSF T. brucei impairs cell growth and causes flagellum
detachment and DNA accumulation. A. Western blotting with anti-FAZ10 antibody of whole cell
lysate of uninduced (-tet) and induced (+tet; 48 hours) FAZ10:myc or FAZ10 RNAi + FAZ10:myc.
Anti-EF1a antibody was used as a loading control. B. Immunofluorescence of uninduced (-tet) and
induced (+tet) FAZ10 RNAi + FAZ10:myc cells. DIC, DAPI (blue), anti-myc (FAZ10:myc; green) and
DIC/DAPI/anti-myc merged images are shown, as indicated. Scale bar = 5 pm. C. Cumulative growth
curve of FAZ10 RNAI cells in the presence (+tet) or absence (-tet) of tetracycline. D. DAPI-stained
nuclei and kinetoplasts of FAZ10 RNAI cells in different timepoints after induction with tetracycline.
Arrowheads indicate partially or fully detached flagella. Scale bar = 5 um. E. Quantification of FAZ10
RNAIi cells with flagellum detachment defects over time following RNAi induction. n > 500
cells/timepoint. F-G. Quantification of nuclei (N) and kinetoplasts (K) in DAPI-stained FAZ10 RNAi
cells over time post-RNAi induction (rn > 150 cells per timepoint). H. Epifluorescence microscopy of
DAPI-stained FAZ10 RNAI cells 8 hours after induction with tetracycline. Arrowheads indicate furrow

ingression. Scale bar = 5 pm

Figure 5: FAZ10 depletion affects the FAZ filament-PFR distance and the overall organization
of FAZ/flagellum structure in PCF 7. brucei. A. Transmission electron microscopy (TEM) of
transverse flagella sections of wild type (WT), uninduced (-dox) and doxycycline-induced (+dox; 96
hours) FAZ10 RNAi PCF T. brucei. Brackets mark the distance between the FAZ filament and the
distal domain of PFR. AXO: axoneme; PFR: paraflagellar rod; MtQ: microtubule quartet. Scale bars =
100 nm. B. Scatter plot of the distance (nm) between the FAZ filament and the distal domain of PFR (n
> 14; one-way ANOVA *** P <(.0001) for the cell lines in (A). C. TEM images of the arrangement
of duplicated flagella in wild type (WT), uninduced (-dox) and doxycycline-induced (+dox; 96 hours)
FAZ10 RNAI PCF cells. Arrows indicate the orientation of the PFR-axoneme. Scale bars = 100 nm. D-
F. TEM images of doxycycline-induced FAZ10 RNAi PCF cells 96 hours post-induction, showing 2
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flagella inside 1 flagellar membrane (D), disorganisation of the microtubule quartet (MtQ; E, F) and
disruption of the subpellicular microtubules (F, arrowhead). AXO, axoneme; PFR, paraflagellar rod.
Scale bars = 100 nm (D, E), 500 nm (F).

Figure 6: FAZ10 is essential for segregation and positioning of the nuclei and kinetoplasts in PCF
T. brucei. A. Schematic illustration of the average position of the anterior nucleus (light grey circle)
and the positions of the anterior (red dots) and posterior (blue dots) kinetoplasts relative to the posterior
nucleus (dark grey circle, y axis) in 2N2K cells (pre-abscission) in uninduced (-dox) and doxycycline-
induced (+dox) FAZ10 RNAi PCF cells (n >90) post-RNAi induction. The positions of the nuclei (N)
and kinetoplasts (K) were measured as described in the Materials and Methods. B. Proportions of 2N2K
cells from uninduced (-dox) or doxycycline-induced (+dox) FAZ10 RNAi cells exhibiting the
respective phenotypes of nuclei (N) and kinetoplasts (K), as visualized by DAPI staining. n > 90. Scale
bar =5 pm.

Figure 7: FAZ10 is required for correct cleavage furrow placement in PCF T. brucei. A.
Percentage of 2N2K cells with normal or abnormal placement of the cleavage furrow in uninduced (-
dox) or doxycycline-induced (+dox) FAZ10 RNAI cells. n > 65 cells. B. Percentage of 2N2K cells with
flagellum attachment defects correlated with whether they exhibited normal or abnormal furrow
placement, in uninduced (-dox) or doxycycline-induced (+dox) FAZ10 RNAi PCF cells. n = 50. C-D.
Merge of DAPI stained (nuclei and kinetoplasts) and DIC images of doxycycline-induced FAZ10 RNAi
cells displaying aberrantly positioned cleavage furrows with (C) incorrect nucleus/kinetoplast
placement and detached flagellum, or (D) correct nucleus/kinetoplast placement and attached flagella.
Scale bars = 5 um. E. Confocal microscopy of whole cytoskeletons from uninduced (-dox) and
doxycycline-induced (+dox; 96 hours) FAZ10 RNAI cells. Cells were labelled with anti-B-TUB (j-
tubulin) and nuclei (N) and kinetoplasts (K) were stained with DAPI. DIC, DAPI and DAPI/anti--
tubulin merged images are shown, as indicated. Inset/arrowhead indicates the ingression of the furrow
through the nucleus. Scale bar = 5 um. F-G. Scanning electron micrograph (SEM) images of uninduced
(-dox) and doxycycline-induced (+dox; 96 hours) FAZ10 RNAI cells. Images represent the cleavage
fold generation (i) and cleavage furrow ingression (ii), as indicated by the arrowheads. Scale bars = 2

pm.

Abbreviations

FAZ, flagellum attachment zone; HMWP, high molecular weight protein; FAZ10, flagellum attachment
zone protein 10, PFR, paraflagellar rod; MtQ, microtubule quartet; PCF, procyclic form; BSF:
bloodstream form; TEM, transmission electron microscopy; SEM, scanning electron microscopy; N,

nucleus; K, kinetoplast;
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Figure 6
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Figure 7
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Supplementary Information

Figure S1: Immunofluorescence of isolated flagella of PCF 7. brucei cells. Confocal microscopy of
intact flagella of uninduced (-dox) and doxycycline-induced (+dox; 72 hours) FAZ10 RNAIi cells.
Isolated flagella were labelled with anti-FAZ10 (FAZ10; green), anti-B-TUB (B-tubulin; green) or anti-
PFR (PFR; green) antibodies, as indicated. Scale bars =2.5 pm.

Figure S2: Co-localization of FAZ10 and FAZ10:myc at the FAZ in PCF T. brucei. A. Confocal
microscopy of cytoskeleton showing the same distribution of FAZ10 and FAZ10:myc using anti-FAZ10
(FAZ10; green), anti-myc (FAZ10:myc; red). Nuclei and kinetoplasts were stained with DAPI and

merged images are shown as indicated. Scale bar = 10 pm.

Figure S3: Distribution of FAZ1 and ClpGM6 proteins compared to FAZ10 in PCF T. brucei. A.
Confocal microscopy of FAZ10:myc cytoskeletons labelled with L3B2 (FAZ1; green) and anti-myc
(FAZ10:myc; red) antibodies. DAPI (blue) stained nuclei and kinetoplasts. Merged images are shown
as indicated. B. Confocal microscopy of FAZ10:myc cytoskeletons labelled with anti-ClpGM6
(ClpGM6; green) and anti-myc (FAZ10:myc; red) antibodies. DAPI (blue) stained nuclei and

kinetoplasts. Merged images are shown as indicated. Scale bars = 10 pm.

Figure S4: FAZ10 knockdown does not impair the formation of the PFR or the FAZ.
Immunofluorescence microscopy of whole cytoskeletons of uninduced (-dox) and doxycycline-induced
(+dox; 72 hours) FAZ10 RNAi PCF cells. Cytoskeletons were labelled with either anti-PFR (PFR;
green) (A) or L3B2 (FAZ1; green) (B) antibodies. DAPI (blue) stained nuclei and kinetoplasts. Merged

images are shown, as indicated. Scale bars = 10 pm.
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