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RESUMO

BARONI, L. Identificacdo e caracterizacdo de proteinas que se ligam a actina
(ABPs) no apicomplexa Neospora caninum. 2017. 238f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Neospora caninum €& um parasita intracelular obrigatorio pertencente ao filo
Apicomplexa, conhecido por ser uma das principais causas de aborto parasitario em
bovinos e por apresentar transmissdo transplacentaria. Para locomoverem-se e
acessarem o conteudo intracelular de células hospedeiras, organismos apicomplexas
fazem uso de um mecanismo nao convencional que se utiliza de uma maquinaria
celular cujo papel central € exercido pelo motor actina-miosina, auxiliado por proteinas
intermediarias e de acoragem, que realiza a propulsdo do parasita na dire¢cdo do
movimento. Para o funcionamento dessa maquinaria, é essencial que actina esteja
em sua forma filamentosa (actina-F). Porém, actinas de apicomplexas séo conhecidas
por serem funcional e estruturalmente ndo convencionais, formando filamentos
pequenos e instaveis in vitro, assim como pelo predominio de grande maioria de actina
monomeérica (actin-G) nas células in vivo. Desse modo, para formar e manter actina-
F a dindmica de actina desses organismos requer uma regulacao precisa, que, em
apicomplexas, é conduzida por um arsenal conhecidamente pequeno de proteinas
gue se ligam a actina (ABPs). Nosso objetivo neste estudo foi identificar e caracterizar
ABPs de N. caninum. Para isso, duas ABPs de N. caninum foram estudadas: fator de
despolimerizacdo de actina (NCADF) e proteina associada a ciclase (NcCAP);
também, foi gerado e caracterizado soro contra regido de actina de N. caninum entre
aminoacidos 201 e 310 (anti-NcActzo1-310). NCADF (correspondente ao acesso
NCLIV_012510 em ToxoDB) foi submetida a caracterizacdo molecular e bioquimica.
A sua estrutura terciaria foi gerada por modelagem molecular baseada em homologia,
apresentando folding conservado, porém com F-loop de menor tamanho, quando
comparada a ADF/cofilinas candnicas. A forma recombinante de NcCADF foi expressa
E. coli BL21 por plasmideos pET32a(+) e pET28a(+) e solubilizada em tampéo
desnaturante e nativo, respectivamente. NCADF_pET32 foi purificada e utilizada para
geracdo de soro anti-NCADF, que detectou ambas NCADF recombinantes, assim
como proteinas enddégenas em western blot 1-D e 2-D com peso molecular e pl
proximos aos preditos. O soro anti-NCADF também localizou NcADF difusa no
citoplasma, com menos intensidade nos polos de taquizoitas de N. caninum
extracelulares. NCADF_pET28 foi purificado na forma nativa e utlizado para
caracterizacéo funcional para avaliacao de seu papel na dindmica de actina liofilizada
de coelho. Ensaios de cossedimentagdo, cinética de polimerizacdo e
despolimerizacéo, viscosimentria de baixo cisalhamento (queda de bola), estado
estacionario e ligagdo entre actina-G e NCADF, em conjunto, mostraram que NCADF
causa despolimerizacdo de actina-F, realiza sequestro de monémeros de actina e
quebra de filamentos. NcCAP foi submetida a caracterizagdo molecular e foi
identificada como produto de expresséao do gene de acesso NCLIV_054140. NcCAP
recombinante foi expressa em pET32a(+) e pET28a(+) predominantemente em corpos
de inclusdo e foi solubilizada em tampéo desnaturante. A forma purificada de
pPpET32_NcCAP, identificada por espectrometria de massas, foi utlizada para
imunizacdo e o0 soro resultante detectou NcCAP recombinante e endogena por
western blot 1-D e 2-D, apresentando bandas e spots de peso molecular e pl proximos
ao esperado. O soro anti-NcCAP também localizou NcCAP em taquizoitas



extracelulares de N. caninum difusa no citoplasma e/ou com predominio na regiao
periplasmatica da célula. Por fim, o soro anti-NcActzo1-310 foi gerado, sendo capaz de
detectar proteinas em sua forma nativa e realizar marcagcédo na regido periférica e,
possivelmente, nuclear de taquizoitas de N. caninum extracelulares. A caracterizacao
de ABPs de N. caninum feita neste trabalho amplia o conhecimento sobre a
conservacdo dessas proteinas ao longo do filo Apicomplexa. Ademais, representa
uma contribuicdo para o entendimento da dinamica de actina e, por consequéncia,
futuramente, pode colaborar para a elucidagdo de mecanismos-chave para a
sobrevivéncia e disseminacéo dos parasitas pelo seu hospedeiro.

Palavras-chave: Neospora caninum; proteinas que se ligam a actina (ABP); fator de
despolimerizacéo de actina (ADF/cofilina); proteina associada a ciclase (CAP); actina.



ABSTRACT

BARONI, L. Identification and characterization of actin binding proteins (ABPS)
from the apicomplexan Neospora caninum. 2017. 238f. Thesis (Doctoral).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sé&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Neospora caninum is an obligate intracellular parasite that belongs to the phylum
Apicomplexa. It is known as one of the main causes of infectious abortion in cows and
for its efficient transplacentary transmission. Apicomplexan organisms use a phylum-
specific mechanism of invasion and gliding motility, which use an unusual cellular
machinery based on an actin myosin motor assisted by intermediary and anchoring
proteins that creates the traction force to impulse the parasite forward. Filamentous
actin (F-actin) is essential to the appropriate functioning of this machinery, although
apicomplexan unconventional actin forms small and unstable filaments in vitro and is
found preponderantly as monomer (G-actin) in cells. Thus, the parasites need actin-
binding proteins (ABPSs) to strictly regulate actin dynamics and to form and maintain F-
actin when it is necessary to the cell. Here, we aimed at identifying and characterising
ABPs from N. caninum. Two ABPs were characterised: actin-depolymerising factor
(NcADF) and cyclase-associated protein (NcCAP) from N. caninum. In addition, a
serum against the actin region between amino acids 201 and 310 (anti-NcAct201-310)
was raised. NCADF, which corresponds to identification NCLIV_012510 on ToxoDB,
was molecular and biochemically characterised. Firstly, the tertiary structure of NCADF
was generated by molecular modelling based on homology. Comparing to canonical
ADF/cofilins, NCADF presented a conserved folding, albeit its smaller F-loop. The
recombinant form of NCADF was expressed in E. coli BL21 using pET32a(+) and
pET28a(+) plasmids and solubilized in denaturing and native buffers, respectively.
Polyclonal antibodies were raised in mice against purified NCADF_pET32, which was
able to detect both forms of recombinant NCADF as well as proteins in 1-D and 2-D
western blot with expected molecular weight and isoelectric point (pl). Additionally,
NCcADF was localised in extracellular N. caninum tachyzoites as a diffuse pattern on
cytoplasm with less intensity in both poles. NCADF_pET28 was successfully purified in
native form and used for functional characterisation to evaluate the role of recombinant
NcADF on lyophilised rabbit actin dynamics. Together, co-sedimentation,
polymerisation and depolymerisation kinetic, low shearing viscometry (falling ball),
steady state, and G-actin and NcADF binding assays showed that NCADF was able to
depolymerise actin-F, sequester actin monomers, and sever filaments. Moreover,
NcCAP (identification NCLIV_054140) was also characterised. Recombinant NcCAP
was expressed in pET32a(+) and pET28a(+) plasmids predominantly in inclusion
bodies and was solubilised in denaturing buffer. NcCAP_pET32 was purified and
identified by mass spectrometry. Then, the polyclonal antibodies against this
recombinant protein was generated in mice. It was able to detect recombinant and
endogenous NcCAP, presenting bands and spots in 1-D and 2-D western blot with
molecular weight and pl quite near to the predicted ones. NcCAP was localised as a
diffuse pattern on cytoplasm and/or predominantly on periplasmic regions of
extracellular taclyzoites of N. caninum. Finally, the serum containing anti-NCcAct201-310
polyclonal antibodies was raised in mice. It detected endogenous proteins mainly in
native form and localised them on periplasmic and possibly nuclear region in
extracellular N. caninum tachyzoites. The characterisation of N. caninum ABPs



extends our understanding of these proteins conservation and their function throughout
the Apicomplexa phylum. Furthrmore, it represents a contribution to the field towards
the comprehention of actin dynamics and in the future might provide information for
important mechanisms of dissemination and survival of the parasite at its host.

Keywords: Neospora caninum; actin-binding proteins (ABP); actin-depolimerising
factor (ADF/cofilin); cyclase-associated protein (CAP); actin.



RESUMEN

BARONI, L. Identificaciébn e caracterizacion de proteinas de union a actina
(PUAs) en el apicomplexa Neospora caninum. 2017. 238f. Tesis (Doctorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sé&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Neospora caninum es un parasito intracelular obligatorio que pertenece al filo
Apicomplexa; es conocido por ser una de las principales causas de aborto infeccioso
en bovinos y por su eficiente transmision transplacentaria. Los organismos
apicomplexa presentan un mecanismo especifico de invasion y locomocion que
utilizan para tener acceso al contenido intracelular dela célula huésped, mediante el
uso de una maquinaria celular basada en un motor de actina-miosina asistido por
proteinas intermediarias y de anclaje que producen la fuerza de traccidon necesaria
para impulsar al parasito en la direccion correcta. La actina en su forma filamentosa
(F-actina), es esencial para el funcionamiento adecuado de esta maquinaria, sin
embargo la actina presente en los apicomplexa es conocida por ser estructural y
funcionalmente no-convencional, encontrarse predominantemente como monémero
(G-actina) en células in vivo y ademas por formar pequefios e inestables filamentos in
vitro. Por tal motivo, los parasitos necesitan de un grupo proteinas de unién a actina
(PUAs) que cumplen la funcion de regular estrictamente la dinamica de la actina
ademas de formar y mantener su forma filamentosa (F-actina) cuando es necesaria
para la célula. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar las
PUAs de N. caninum. Para la realizacién del presente trabajo, fueron caracterizadas
dos PUAs: el factor de despolimerizacion de actina (NCADF) y la proteina asociada a
ciclasa (NcCAP) de N. caninum. Ademas, fue producido un suero contra la region de
actina entre los aminoacidos 201 y 310 (anti-NcAct201-310). En primer lugar, NCADF
(con identificacion NCLIV_012510 en ToxoDB) fue caracterizado bioquimica y
molecularmente. Para eso, fue obtenida la estructura terciaria de NCADF mediante
modelado molecular. NCADF presenté un plegamiento conservado, pero con un F-
loop menor en comparacion con ADF/cofilinas canonicas. La forma recombinante de
NCcADF fue expresada en bacterias E. coli BL21 utilizando los plasmidos pET32a(+) y
pET28a(+) y fue solubilizada en tampon desnaturalizante y nativo, respectivamente.
Los anticuerpos policlonales anti NCADF_pET32 purificados fueron producidos en
ratones, los mismos que fueron suficientes para detectar las dos formas de NcCADF
recombinante, asi como proteinas en western blot 1-D y 2-D con peso molecular y
punto isoeléctrico (pl) esperados. Adicionalmente, fue detectado NcADF difuso en el
citoplasma, con menor intensidad en las extremidades de taquizoitos extracelulares
de N. caninum. NcCADF_pET28 fue purificada en su forma nativa y utilizada para
caracterizacion funcional con la finalidad de evaluar el papel de NcADF recombinante
en la dinamica de actina liofilizada de conejo. Los ensayos de co-sedimentacion,
cinética de polimerizacion y despolimerizacion, viscosimetria de baja cizalladura (bola
descendiente), estado estacionario y unién entre actina-G y NcCADF mostraron en
conjunto qgue NcADF fue capaz de despolimerizar actina-F, secuestrar monémeros de



Vi

actina y cortar filamentos. Ademas, NcCAP (con identificacion NCLIV_054140) fue
caracterizada molecularmente. NcCAP recombinante fue expresa en plasmidos
pET32a(+) y pET28a(+) con predominancia en cuerpos de inclusion, y fue solubilizada
en tampon desnaturalizante. NcCAP_pET32 fue purificada e identificada mediante
espectrometria de masas. Los anticuerpos policlonales contra esta proteina
recombinante fueron generados en ratones. Los anticuerpos detectaron tanto la forma
recombinante como la enddgena de NcCAP, presentando bandas y spots en western
blot 1-D y 2-D con peso molecular y pl bastante cercano a los predichos. NcCAP
presento un patron difuso en el citoplasma y/o con presencia predominante en las
regiones periplasmicas de taquizoitos extracelulares de N. caninum. Finalmente, el
suero que contenia los anticuerpos policlonales anti-NcActzo1-310 fue generado en
ratones y fue capaz de detectar proteinas enddgenas principalmente en forma nativa
y las localiz6 en region peripldsmica y posiblemente nuclear en taquizoitos
extracelulares de N. caninum. La caracterizacion de las PUAs de N. caninum realizada
en el presente trabajo, extiende nuestra comprensién sobre la conservacion y funcion
de estas proteinas en el filo Apicomplexa, ademas de representar una contribucion al
entendimiento de la dinamica de actina, lo que podria proporcionar informacion para
importantes mecanismos de diseminacion y supervivencia del parasito en su huésped.

Palabras clave: Neospora caninum; proteinas de union a actina (PUA); factor de
despolimerizacion de actina (ADF/cofilin); proteina asociada a ciclasa (CAP); actina.
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1. INTRODUCAO
1.1 Neospora caninum

Neospora caninum, agente etiolégico da neosporose, € um protozoario
pertencente ao filo Apicomplexa. Foi observado pela primeira vez em 1984 como
parasita morfologicamente semelhante a Toxoplasma gondii em cées que
apresentavam sinais neurologicos, porém sem detec¢cdo de anticorpos contra este
protozoario (BJERKAS et al., 1984). Em 1988, Dubey et al. descreveram este parasita
como N. caninum, que até entéo era diagnosticado por engano como T. gondii. Desde
entdo, N. caninum tem emergido como um importante causador de aborto e perdas
neonatais em bovinos (ALMERiA; LOPEZ-GATIUS, 2015; DUBEY et al., 2007;
DUBEY; LINDSAY, 1996; JENKINS et al., 2002; PESSOA et al., 2016) e por
apresentar uma eficiente transmissdo transplacentaria, também denominada
congeénita ou vertical (DUBEY, 2003; PARE et al., 1996).

O ciclo de vida de N. caninum é heteroxénico (figura 1), apresentando como
hospedeiros definitivos caes (Canis familiaris), coiotes (Canis latrans) (McALLISTER
et al., 1998; LINDSAY et al., 1999; GONDIM et al., 2004), dingos (Canis lupus dingo)
(KING et al., 2010) e lobos cinza (Canis lupus) (DUBEY et al., 2011), enquanto que
bovinos e uma ampla variedade de ruminantes e animais de sangue quente no geral
representam os hospedeiros intermediarios (DONAHOE et al., 2015; DUBEY, 2006).

S&do trés os estagios infectantes que compdem o ciclo de vida do parasita:
taquizoitas, cistos teciduais e oocistos (DUBEY, 2003). Taquizoitas e cistos teciduais
séo encontrados de forma intracelular em hospedeiros intermediarios (DUBEY et al.,
2002). Os oocistos ndo esporulados sdo eliminados através das fezes dos
hospedeiros definitivos (LINDSAY et al., 1999) e esporulam fora do organismo do
hospedeiro (DUBEY, 2003). Os hospedeiros definitivos podem infectar-se a partir da
ingestado de material placentario ou de tecidos contendo bradizoitas provenientes de
animais infectados (GONDIM et al., 2002; DIJIKSTRA et al., 2002, LINDSAY et al.,
1999).
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Figura 1. Ciclo de vida de Neospora caninum. Os hospedeiros intermediarios adquirem a doenca ao
ingerir oocistos esporulados, enquanto que hospedeiros definitivos sdo infectados ao ingerir tecidos
contaminados com cistos teciduais contendo bradizoitas. O parasita também pode ser transmitido por
rota vertical para o feto. (Adaptado de: DUBEY, 2003).

A transmissdo e manutencdo da infecdo no bovino pode acontecer por via
horizontal ou vertical (MCALLISTER et al., 2016), sendo esta subdividida em
transmissao enddgena e transmissdo exdgena (TREES; WILLIAMS, 2005). A ingestao
de oocistos esporulados disponiveis no ambiente é a Unica forma descrita de
transmissao pos-natal para o gado bovino (McCANN et al., 2007), significando,
portanto, que a proximidade entre cées e bovinos representa uma rota de transmissao
horizontal do parasita (PIAGENTINI et al., 2012). A transmissdo vertical exégena
acontece quando a fémea adquire a infeccdo (ou seja, ingere o oocisto esporulado)
guando esta prenhe. A transmissao vertical enddégena ocorre através de fémeas que
apresentavam a infeccdo cronica antes da prenhez (TREES; WILLIAMS, 2005). A
transmissao vertical entre a fémea e o feto representa uma importante rota de
transmissao de N. caninum no gado bovino, uma vez que se caracteriza pela maior
causa de aborto tanto nos rebanhos leiteiro quanto de corte (DUBEY; SCHARES,
2011), aléem de representar um importante meio de propagacdo da infeccado por
sucessivas geracdes (DUBEY et al., 2006).
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InfecgBes por N. caninum estdo associadas a perdas econdmicas decorrentes
de custos atribuidos a fetos perdidos, despesas profissionais e diagnoéstica (DUBEY;
SCHARES, 2011; DUBEY, 2003; REICHEL et al., 2013), assim como retorno ao ciclo
estral, diminuicdo da producédo de leite, aumento do intervalo entre as crias e
desvalorizacdo reprodutiva do rebanho (TREES et al.,, 1999). A diminuicdo da
producdo de leite no rebanho leiteiro pode ser atribuida ao aborto em si e ndo ha
consenso sobre a associacdo entre diminuicao da producéo de leite e infecgéo por N.
caninum em vacas infectadas que nédo abortam (McALLISTER et al.,, 2016). Uma
revisdo da literatura abrangendo 10 paises permitiu estimar que a probabilidade de
abortos causados em animais infectados com N. caninum é trés vezes maior no
rebanho de corte do que no leiteiro (REICHEL et al., 2013). Por outro lado, os prejuizos
econdmicos causados aos produtores de gado bovino foram estimados em mais de
um bilhdo de délares anuais, sendo que 64% dessas perdas estdo associadas ao
gado leiteiro; no Brasil, os prejuizos anuais puderam se estimados em
aproximadamente 150 milhdes de délares (REICHEL et al., 2013). Como discutido no
estudo, é provavel que esse valor esteja subestimado, uma vez que nao foram
considerados nas estimativas 45 paises adicionais onde também foram relatados
casos de infeccdo por N. caninum (REICHEL et al., 2013).

Apesar de toda a abrangéncia e impacto econbmico que a infeccdo por N.
caninum parece apresentar, nao existem tratamentos terapéuticos ou preventivos
disponiveis para o controle desse parasita pelos produtores de gado bovino. A Unica
vacina disponibilizada comercialmente, a Bovilis NeoGuard (Merck), mostrou-se de
baixa eficacia (WESTON et al., 2012) e foi retirada do mercado. Desse modo, algumas
estratégias podem ser utilizadas pelos produtores para evitar a transmissao de N.
caninum para e pelo rebanho utilizando-se dois principios: a reducdo de fémeas
infectadas ou maior controle da exposi¢ao de bovinos a cdes (REICHEL et al., 2014).
No Brasil, a primeira op¢ao é inviavel economicamente para 0s pequenos produtores
leiteiros e a segunda opcao € muito dificil de ser concretizada no dia-a-dia de uma
fazenda.
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1.2 Invaséo e locomocéao no filo Apicomplexa

O filo Apicomplexa compreende, além de N. caninum, alguns dos mais
importantes patdégenos de interesse meédico e veterinario. Ha diversos outros
representantes, como Theileria spp., Babesia spp. e agentes zoondéticos de grande
importancia como T. gondii e Cryptosporidium parvum, assim como 0 género
considerado o mais devastador de todos: Plasmodium.

Os organismos pertencentes ao filo Apicomplexa sédo parasitas intracelulares
obrigatorios que fazem uso de um mecanismo especializado de invasdo e locomocéao
denominado motilidade por deslizamento (ou gliding motility; SOLDATI; MEISSNER,
2004). Os estagios responsaveis pela invasao celular sdo os “zoitas” (taquizoitas de
N. caninum ou T. gondii), caracterizados pela presenca de um complexo apical
pronunciado composto por um anel polar, organelas secretorias especializadas
denominadas roptrias e micronemas e, em algumas espécies, o condide (figura 2). A
secrecao sequencial de proteinas presentes nas organelas secretorias localizadas na
regido apical é responsavel pela interacdo inicial, penetracdo e sobrevivéncia do
parasita na célula infectada (CARRUTHERS; SIBLEY, 1997; PLATTNER; SOLDATI-
FAVRE, 2008; SIBLEY, 2004).

Durante o ciclo litico, os taquizoitas podem assumir os estados intracelular ou
extracelular. A forma extracelular é ndo-divisivel, altamente movel, capaz de realizar
extrusdo do condide e secretar contetdo de micronemas. A forma intracelular divide-
se, ndo apresenta motilidade e nao faz extrusdo de condide, nem secrecdo de
micronemas (BLADER et al., 2015). Enquanto na forma extracelular, o taquizoita
realiza a motilidade por deslizamento (FRENAL et al., 2010), etapa importante para
disseminacado dos parasitas. A motilidade por deslizamento é um processo ativo e
dependente do substrato (KING, 1988), com caracteristicas ndo convencionais
guando comparada a motilidade de outros organismos eucariotos, uma vez que esse
processo nao se utiliza de movimentos ameboides ou de cilios e flagelos (SIBLEY,
2004). Esse mecanismo é relativamente conservado no filo e foi observado
previamente em taquizoitas de T. gondii (HAKANSSON et al., 1999), esporozoitas de
Cryptosporidium spp. (WETZEL et al.,, 2005), esporozoitas de Plasmodium spp.
(VANDERBERG, 1974), esporozoitas de Eimeria (RUSSEL; SIDEN, 1981),
merozoitas de Babesia bovis (ASADA et al., 2012) e Gregarinas (KING, 1981).
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A maquinaria celular responsavel pela producdo da motilidade dos parasitas
apicomplexas — denominada glideossomo (OPITZ; SOLDATI, 2002) — encontra-se
localizada entre a membrana plasmatica e o complexo de membrana interno (IMC)
(figura 2, B; CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007; HEINTZELMAN, 2015; SIBLEY,
2010; SOLDATI; MEISSNER, 2004), complexo formado por inUmeras vesiculas
achatadas e localizado subjacente a membrana plasmatica (MORRISSETTE;
SIBLEY, 2002). O glideossomo € o modelo mais aceito para explicar o mecanismo de
motilidade por deslizamento desses parasitas (TARDIEUX; BAUM, 2016). Seu
funcionamento esta intimamente ligado ao motor actina-miosina, ao qual é atribuida a
geracado da forca movel que permite a propulsdo do parasita na direcdo do movimento
(BAUM et al., 2006; DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1996; WETZEL et al., 2003). Segundo
esse modelo, a miosina A (MyoA; MEISSNER et al., 2002), uma miosina de classe
XIVa (HEINTZELMAN; SCHWARZMAN, 2001), esta associada a miosina de cadeia
leve (MLC; HERM-GOTZ et al., 2002) e a cadeia leve essencial (ELC) 1 (NEBL et al.,
2011), formando complexo com proteina associada ao glideossomo (GAP) 45. Este
complexo associa-se a GAP50 (GASKINS et al., 2004), que, por sua vez, esta
ancorada ao IMC (JOHNSON et al., 2007). GAP40 também foi identificada em
associacdo com o glideossomo e pode ter funcdo de ancoragem (FRENAL et al.,
2010). Do outro lado da maquinaria celular, actina-F (filamentosa) esta associada
indiretamente a superficie da célula hospedeira por meio de adesinas
transmembranas e aldolases, que medeiam esse contato entre actina e adesinas
(BOSCH et al., 2007; JEWET; SIBLEY, 2003). Essas adesinas sao secretadas pelas
micronemas, e foram caracterizadas no género Plasmodium, em T. gondii e em N.
caninum, sendo denominadas proteina an6nima relacionada a trombospondina
(TRAP) e proteina de micronema (MIC), respectivamente (CARRUTHERS; TOMLEY,
2008).

O mecanismo de invasdo das células hospedeiras por parasitas do filo
Apicomplexa também esta associado a atuacdo do glideossomo (figura 2, B;
CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007), cuja atividade acontece na juncao movel (MJ),
uma regido de constricdo ao redor do parasita que permite uma maior proximidade
entre as membranas do parasita e da célula hospedeira (BESTEIRO et al., 2011). A
invasao se inicia apos interagéo inicial de baixa afinidade com a superficie da célula
hospedeira, intermediada por proteinas de superficie SAGs (antigeno de superficie
ancorado a glicosil fostatidil inositol ou GPI; DZIERSZINSKI et al, 2000). Concluida a
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interacdo inicial, ocorre a secrecao de proteinas micronémicas, que se acumulam na
regido apical, de maneira a promover a polarizacdo do parasita (CARRUTHERS,;
BOOTHROYD, 2007). Em seguida, proteinas das roptrias (organelas com forma de
bulbo) sdo liberadas. As proteinas de bulbo de roptria (ROPs) tém sua funcao atribuida
a construcdo do vacuolo parasitoforo (PV) em desenvolvimento, enquanto que as
proteinas de pescoco de roptria (RONSs) estdo associadas com o MJ (DUBREMETZ,
2007). A formacgdo de complexo estavel entre RONs e antigeno apical de membrana
(AMA) 1, secretada por micronemas, foi detectada (ALEXANDER et al., 2006;
ALEXANDER et al., 2005; BESTEIRO et al., 2009). Esse complexo pode representar
a ancoragem que liga o citoesqueleto do parasita com o da célula hospedeira; isso
garante a tracdo de movimentag&o para dentro do hospedeiro (HARVEY et al., 2014),
levando a formagéo do PV (CARRUTHERS; BOOTHROYD, 2007), dentro do qual o
parasita pode replicar-se posteriormente (FRENAL; SOLDATI-FAVRE, 2009). Para
completar o processo invasivo, as proteases romboides clivam as proteinas
micronémicas, desprendendo o parasita do MJ para dentro do PV (BROSSIER et al.,
2005; SANTOS et al., 2012).
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Figura 2. Morfologia da forma taquizoita e invasédo da célula hospedeira. A) Representacao das
principais estruturas e organelas responsaveis pela funcionalidade e morfologia caracteristicas dos
taquizoitas de Toxoplasma gondii. B) Processo de invasdo da célula hospedeira por taquizoita de T.
gondii: i — afinidade com célula hospedeira e liberacdo da adesdo. ii — Representacdo da composicao
molecular do complexo de adeséo, jun¢do movel e glideossomo. AMAL = antigeno apical de membrana
1; ELC = cadeia leve essencial; GAP = proteina associada ao glideossomo; GAPM = proteinas
associadas ao glideossomo com multiplas extensdes de membrana; IMC = complexo de membrana
interno; MIC = proteina de micronema; MLC = miosina de cadeia leve; MyoA = miosina A; RON =
proteina de pescoco de roptria; ROM = proteina de bulbo de roptria; SAG = antigeno de superficie
ancorado a glicosil fostatidil inositol (GPI); PLV = vacuolo similar ao de plantas. (Adaptado de BLADER
et al., 2015).

O modelo vigente de motilidade por deslizamento e invasdao — denominado
modelo linear —, € baseado, principalmente, em estudos de localizacdo de seus
componentes e imunoprecipitacdo (TARDIEUX; BAUM, 2016). Recentemente, alguns
autores tém questionado o modelo linear baseados em resultados obtidos com
utilizacdo de genética reversa em proteinas componentes da maquinaria celular
(ANDENMATTEN et al., 2013; EGARTER et al., 2014; FRENAL; SOLDATI-FAVRE,
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2015; MEISSNER et al., 2013; WHITELAW et al., 2017). Ademais, eles defendem a
necessidade de um ponto de vista menos reducionista e mais integrativo para avaliar
a mecanica de invasao e motilidade (TARDIEUX; BAUM, 2016). Por outro lado, cada
vez mais a contribuicdo energética da célula hospedeira no processo de invasao tem
sido levada em consideracéo (BICHET et al., 2014; KOCH; BAUM, 2016).

1.3 Actina

Actina é uma das proteinas mais conservadas e abundantes em células
eucarioticas, representando 5 a 10% de todas as proteinas da célula (COOPER, 2000;
TILNEY, 1975). Essa proteina € altamente dindmica e sua capacidade de formar
filamentos torna o seu papel essencial em diversos processos envolvendo motilidade
celular (BLANCHOIN et al., 2014; POLLARD; BORISY, 2003), manutencdo da
estrutura e polaridade celulares (MATSUDAIRA, 1991) e transporte de vesiculas e
organelas (KUBLER; RIEZMAN, 1993).

1.3.1Estrutura de actina

Actina é uma proteina globular de aproximadamente 42 kDa. Sua forma
monomérica (actina-G), representada na figura 3A, constitui o bloco de construcéo
para os filamentos (actina-F). Actina-G é formada por dois dominios (dominios
pequeno e grande) e quatro subdominios (subdominios 1 a 4). Entre os dominios
pequeno e grande, sdo formadas duas fendas. Enquanto que a fenda superior,
formada entre os subdominios 2 e 4, liga-se a ATP ou ADP e a cations divalentes
(Ca*? ou Mg*?), a fenda inferior, entre os subdominios 1 e 3, é majoritariamente
hidrofébica e representa o principal sitio de ligacédo a proteinas que se ligam a actina
(ABPs; DOMINGUEZ; HOLMES, 2011).

A afinidade de ATP por actina-G é muito maior que a de ADP (NEIDL; ENGEL,
1979). Na presenca de ATP e em condic¢des fisiologicas, actina-G polimeriza-se
espontaneamente, havendo a formacéo de filamentos de actina (actina-F), compostos
por duas cadeias helicoidais (SEPT et al., 1999). A polimerizagc&o ocorre de maneira
polarizada, apresentando diferentes velocidades de associagdo e dissociacao de
mondmeros nas extremidades de actina-F (POLLARD,1986). Actina-F apresenta,

desse modo, duas extremidades: a extremidade “mais”, por onde o filamento cresce
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mais rapidamente e a extremidade “menos”, por onde os monémeros dissociam-se
com maior velocidade (POLLARD; BORISY, 2003).

B)

Nucleagao | Polimerizagdo |,  Estado estacionario
T T

&

” < Dm0 ‘:

Quantidade de filamentos

Tempo

C)

Nucleag&o S
Pollmerlzagao HIdFO“Se de ATP/
dissociagao de Pi

Subunidades
ligadas a ATP

Subunidades ligadas a
ADP-Pie ADP

Figura 3. Estrutura de actina e polimerizagdo do filamento de actina. A) Estrutura de actina
mostrando seus subdominios. Actina de coelho associada a DNase | bovina (acesso PDB 1ATN).
Moléculas de ATP e Ca*? na fenda superior. N = N-terminal; C = C-terminal. (Fonte: GUPTA et al.,
2015). B) Curva esquematica (tempo x quantidade de filamentos) representando as fases de actina-F.
Mostradas nucleacéo e polimerizacdo, duas etapas da formacdo do filamento seguidas do estado
estacionario. C) Formagédo de filamentos de actina (actina-F) a partir de mondmeros disponiveis
acontece em duas etapas. Inicialmente ocorre a nucleagéo, etapa termodinamicamente limitante, onde
h& formacado de dimeros e trimeros. Em seguida, acontece a rapida polimeriza¢do ou elonga¢éo dos
filamentos pela extremidade “mais”. A hidrolise de ATP ocorre ao longo do filamento, levando a
dissociacao de fosfato inorganico (Pi). Figura adaptada de: BLANCHOIN et al., 2014.

1.3.2Dinamica de actina

Os processos celulares dependentes de actina utilizam-se de sua capacidade
inerente de polimerizar-se e despolimerizar-se, assumindo, dinamicamente, as formas
actina-G e actina-F. A formacao de actina-F a partir de actina-G acontece em duas
etapas: a nucleacdo e polimerizagdo ou elongagdo (WEGNER; ENGEL, 1975). A
nucleacdo consiste na formacao inicial de dimeros e trimeros. Esse processo é

bY

termodinamicamente limitante, devido a instabilidade dessas estruturas iniciais,

v
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motivada pela sua alta taxa de dissociacdo (POLLARD; BORISY, 2003; SEPT et al.,
2001). Porém, uma vez formados os dimeros e trimeros, o0 nucleo de tetrameros pode
ser formado (ODA et al., 2016). A partir dai a polimerizacdo acontece rapidamente
pela extremidade mais dindmica, a extremidade “mais” do filamento, que se polimeriza
10 vezes mais rapido do que a extremidade “menos” e € dependente da concentragao
de mondémeros disponiveis ali (BLANCHOIN et al., 2014; POLLARD, 1986; SEPT et
al., 1999). Uma vez formado o filamento, o ATP associado a subunidades de actina
do filamento € hidrolisado a ADP, dissociando fosfato inorganico (Pi ou y-fostato);
ADP-actina dissocia-se da extremidade “menos” mais rapidamente do que ATP-actina
(POLLARD, 2007).

Quando a concentracdo de actina-G disponivel passa a ser igual & concentracdo
critica (Cc), o sistema atinge um estado de equilibrio dinAmico ou estado estacionario.
Cc também é denominada constante de dissociacao e € determinada pela razéo entre
as taxas de dissociacdo e associacdo das subunidades na extremidade de um
polimero (POLLARD, 2007). No estado estacionario, hd um fluxo organizado de trocas
de actina-G e actina-F de uma extremidade a outra dos filamentos chamado
treadmilling ou efeito esteira (CARLIER et al., 2015). Se actina-G esta presente a uma
concentracdo acima da Cc, ha polimerizagédo, do contrario, ocorre despolimerizacéo
de actina-F (POLLARD; BORISY, 2003). Em 1976, Wegner observou que a hidrolise
de ATP nos filamentos de actina permite que as extremidades “mais” e “menos”
apresentem diferentes valores de Cc (0,1 uM na extremidade “mais” e 0,7 uM na
“menos”) em tampao contendo Mg*? e ATP, o que confere taxas de associagdo e
dissociacdo de mondmeros muito pequenas no estado estacionario (POLLARD,
2007). Além disso, observacBes sobre valores de constantes de associacdo e
dissociacdo de ADP-actina, ADP-Pi-actina e ATP-actina permitiram concluir que, no
estado estacionario e em presenca de ATP, Pi associa-se e dissocia-se de ADP-
actina-G em ambas as extremidades do filamento muito mais rapidamente do que na
regido central do filamento. Ademais, a afinidade de Pi pela extremidade “menos” é
menor do que em qualquer outra parte de actina-F (POLLARD, 2007). Na figura 3B
esta representado esquematicamente o gréafico teorico obtido a partir da quantificacao
de filamentos de actina, desde a nucleacao até o estado estacionrio.

Em conjunto, as observacdes sobre associacdo e dissociacdo de Pi de ATP-
actina ou ADP-actina e de ATP/ADP-actina em ambas as extremidades dos filamentos
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permitiram o estabelecimento do modelo mostrado na figura 3C. Esse modelo
compreende a dinamica de nucleacao, polimerizacdo e estado estacionario de actina.

No ambiente celular, actina encontra-se no estado estacionario e a for¢a iénica
fisiologica tende a manter os filamentos. Em contrapartida, a concentracdo de actina-
G em algumas células foi estimada em <100 uM, muito acima da Cc em ambas as
extremidades (POLLARD et al., 2000). A maior parte dessa actina-G esta associada
a ATP e Mg*?, uma vez que a quantidade de Mg*? na célula é muito maior que Ca*?
(POLLARD et al., 2000). Esse equilibrio entre actina-F e actina-G no ambiente celular
em presenca de uma concentracdo tdo grande de actina-G sO € possivel devido a
presenca de fatores regulatorios, dentre eles as ABPs, que atuam modificando as
propriedades de actina, alterando a habilidade de polimerizacdo e despolimerizagcao
de filamentos (BLANCHOIN; MICHELOT, 2012; BLANCHOIN et al., 2014,
CARLSSON, 2010; POLLARD et al., 2000).

1.4 Actina no filo Apicomplexa

Como mostrado acima, organismos do filo Apicomplexa apresentam um
mecanismo de motilidade e invasdo baseado no motor actina-miosina. Além da
atuacao de actina nesses processos, actina foi observada como atuante na replicacao
(HAASE et al., 2015; PERIZ et al., 2016), motilidade de granulos densos (HEASLIP et
al., 2016) e replicacdo de apicoplastos (WHITELAW et al., 2017) de T. gondii, além de
transporte endocitico em P. falciparum (SMYTHE et al., 2008).

Assim como alguns outros protozoarios como Entamoeba histolytica, Giardia
lamblia e parasitas tripanossomatideos, organismos do filo Apicomplexa apresentam
actinas ndo convencionais, que, apesar de possuirem estruturas de dominios
conservadas, demonstram propriedades divergentes de actinas candnicas (GUPTA et
al., 2015). Uma anélise filogenética organizou as actinas desses protozoarios em trés
clados distintos: clado 1, formado por actinas de amebas, humanos e coelhos; clado
2, por actinas de apicomplexas; clado 3, actina de tripanossomatideos. Actina de
Giardia, mais divergente, forma grupo separado (GUPTA et al., 2015).

Enquanto que a razdo entre actina-G e actina-F encontradas em células
eucaridticas que expressam actinas candnicas aproxima-se de um, a quantificagdo de
ambas as formas de actina em T. gondii mostrou que a maioria absoluta (~98%) de

actina no citosol de taquizoitas esta disponivel na forma monomérica
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(DOBROWOLSKI et al.,, 1997; WETZEL et al., 2003). Os filamentos de actina de
parasitas apicomplexas estudados in vitro mostraram-se diferentes daqueles
formados por outras actinas, sendo curtos e bastante instaveis (SCHMITZ et al., 2005;
SAHOO et al., 2006). Contudo, recentemente, foram detectados in vivo filamentos
formando uma rede que interliga as extremidades posteriores de taquizoitas
intracelulares de T. gondii, assim como uma extensa rede interligando vacuolos
parasitoforos (PERIZ et al., 2016). Além disso, foi observado, a partir de ensaios in
vitro, uma caracteristica Unica dentre as actinas conhecidas até o momento: actina de
T. gondii apresenta polimerizacéo isodésmica (SKILLMAN et al., 2013). Isso indica
gue TgACT nédo apresenta nucleacdo como fator limitante da polimerizacdo, tornando
este processo independente da concentracdo de mondmeros disponiveis (figura 4).
Em estudos in vivo, porém, foi observada a dependéncia de Cc de actina-G para a
ocorréncia de polimerizacdo, uma vez que nao foi observada a formacao de filamentos
guando a concentracdo de mondémeros nas células foi diminuida (PERIZ et al., 2016;
WHITELAW et al., 2017). Entretanto, nesses trabalhos ndo foi considerada a
influéncia de fatores reguladores de polimerizacao de actina, como ABPs presentes
no ambiente celular, e que poderiam atuar de maneira dependente da concentracéo
de actina-G, sequestrando os poucos mondmeros disponiveis e, por consequéncia,

impedindo a formacéao de filamentos.

A) Polimerizagéo nucleagao-elongamento
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Figura 4. Modelo proposto para polimerizacdo de actina de Toxoplasma gondii. A) Mecanismo de
polimerizagéo de actinas candnicas, no qual a etapa de nucleacao é termodinamicamente desfavoravel.
Nessa etapa, as taxas de associagao (ki+ e kz+) s&o menores que as taxas de dissociagéo (ki- e k2.). B)
Mecanismo de polimerizacdo isodésmica, atribuido a actina de T. gondii. Taxas de associacao (k+) e
dissociacao (k-) sdo iguais. Figura adaptada de: SKILLMAN et al., 2013.
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Ao longo do tempo, o papel de actina de organismos apicomplexas na invasao
de células hospedeiras vem sendo considerado essencial (DOBROWOLSKI; SIBLEY,
1996; DOBROWOLSKI et al., 1997; WETZEL et al., 2003). Esse papel fundamental
foi determinado a partir de ensaios envolvendo drogas que conhecidamente atuam
em actina, como citocalasina D (SCHLIWA, 1982; COOPER, 1987) e jasplakinolida
(BUBB et al., 1994; 2000). O uso de ferramentas de genética reversa in vivo vem
guestionando esse paradigma ao indicar que actina pode ndo ser essencial para a
invasao celular como foi anteriormente estabelecido (ANDENMATTEN et al., 2013;
EGARTER et al., 2014; WHITELAW et al., 2017). Em contrapartida, as conclusdes
provenientes dos resultados obtidos a partir do uso dessas ferramentas tém sido
questionadas, pontuando possiveis falhas na interpretacéo dos resultados de nocaute
e reiterando a importancia dos ensaios envolvendo drogas (DREWRY; SIBLEY, 2015).
Taquizoitas de T. gondii nocaute para actina mostraram capacidade de motilidade e
de invasdo de células in vitro, embora essas capacidades tenham sido reduzidas
(EGARTER et al., 2014; WHITELAW et al., 2017). Nesses taquizoitas, actina mostrou-
se essencial para o egresso dos parasitas (EGARTER et al., 2014; WHITELAW et al.,
2017) e replicacao do apicoplasto (ANDENMATTEN et al., 2013; WHITELAW et al.,
2017), com reducdo no transporte de granulos densos (EGARTER et al., 2014;
WHITELAW et al., 2017) e desorganizacao da aparéncia de roseta dos traquizoitas
do PV (PERIZ et al., 2016).

As propriedades n&o convencionais dos filamentos de actina de organismos
apicomplexas foram atribuidas a diferencas, quando comparada a actinas canénicas,
em um pequeno numero de aminoacidos que afetam a estabilidade desses filamentos
(SKILLMAN et al., 2011), assim como a divergéncias estruturais do D-loop — regiao
gue se liga a DNase | — e da regido C-terminal (VAHOKOSKI et al., 2014).

Apesar de actina de T. gondii e N. caninum serem idénticas em sua sequéncia
priméria, a detec¢do de actina enddgena por anticorpo monoclonal anti-B-actina C4
diverge entre ambos os parasitas. Enquanto que esse anticorpo reconhece apenas
uma banda de actina em T. gondii (WHITELAW et al.,, 2017), em N. caninum, o
anticorpo reconhece duas bandas e nove isoformas detectadas via western blot 2-D,
identificadas por espectrometria de massas (BARONI, 2012). Essas diferencas entre
actinas de sequéncias idénticas podem indicar presenca de moficacdes pos-
traducionais em actina de N. caninum que alteram a atividade dessa proteina in vivo,

com relacdo a actina de T. gondii.
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Assim como actinas candnicas, a dinamica de actina de organismos
apicomplexas apresenta caracteristicas, aparentemente, divergentes in vivo e in vitro.
A polimerizacao isodésmica de actina de T. gondii, caracterizada in vitro (SKILLMAN
et al., 2013), contrasta com a observacdo de Cc de actina in vivo (EGARTER et al.,
2014; PERIZ et al., 2016; WHITELAW et al., 2017). Além disso, longos filamentos de
actina foram observados conectando taquizoitas de T. gondii intracelulares e PV
(PERIZ et al., 2016), apesar da deteccao, in vitro, apenas de filamentos curtos e
instaveis de actina (SAHOO et al., 2006). Por outro lado, a quantificacdo de actina
intracelular desses parasitas mostrou uma grande maioria de actina-G
(DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1997), apesar da necessidade de filamentos de actina em
mecanismos tao importantes para a propagacédo da infeccdo como motilidade e
invasdo de células hospedeiras. Essas aparentes divergéncias de observacdes
indicam que a dinamica de actina nos processos celulares é rigorosamente regulada.

A regulacdo da atividade de actina in vivo é realizada por ABPs.

1.5 Proteinas que se ligam a actina (ABPs)

Filamentos de actina sdo utilizados por muitas células eucarioticas para gerar a
estrutura que fornece suporte mecanico dos movimentos celulares e produzir,
juntamente com miosina, a for¢ca necessaria para motilidade celular e contratil. Para
garantir a precisdo da polimerizacdo e despolimerizacdo de actina e a correta
formacdo da arquitetura de filamentos, uma vasta quantidade de ABPs atuam
regulando a dinamica de actina.

ABPs sdo proteinas que apresentam dominios capazes de ligarem-se a
molécula de actina. Essas proteinas com funcdo de regulacdo de actina séo
conhecidas desde a década de 1970, quando foi identificada a filamina (WANG et al.,
1975; HARTWIG; STOSSEL, 1975). Em 2002, um arsenal de 162 ABPs era conhecido
(DOS REMEDIOS et al., 2003); até 0 momento, esse humero aumentou e uma pletora
de ABPs foi identificada até o momento (LAPPALAINEN, 2016). No geral, a
necessidade de um numero tdo grande dessas proteinas reguladoras de actina é
proporcional ao vasto nimero de processos celulares envolvendo actina, muitos deles
envolvendo a necessidade de formagdo de estruturas especificas complexas com
organizacdo tridimensional (LAPPALAINEN, 2016). Além disso, organismos

multicelulares apresentam varias isoformas de actina expressas de maneira
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tecido/célula-especificas com funcdes distintas, cada uma podendo ser regulada por
isoformas especificas de ABPs (LAPPALAINEN, 2016).
As ABPs podem ser classificadas de acordo com as fungcbes que executam,

podendo exercer mais de uma fungao durante a regulacao da dindmica de actina:

1.5.1Nucleacéo

A nucleacdo de actina é determinante para a formacao do filamento, porém é
uma etapa termodinamicamente limitante. Na célula, para que a polimerizacdo se
inicie, € necessario que a formacédo de dimeros e trimeros supere a alta taxa de
dissociacao, associada a uma possivel diminuicdo da disponibilidade de actina-G em
decorréncia do sequestro de mondémeros. Para transpor essa barreira cinética, as
células dispdem de algumas ABPs com funcao de induzir ou estabilizar os pequenos
oligdbmeros de actina (FIRAT-KARALAR; WELCH, 2011; POLLARD, 2007). Dentre os
mais estudados estdo as forminas (PAUL; POLLARD, 2009) e o complexo ARP2/3
(PIZARRO-CERDA et al., 2017; POLLARD, 2007). Essa funcdo também é exercida
por espiras (KERKHOFF, 2006) e foi observada em cofilina (ANDRIANANTOANDRO,;
POLLARD, 2006).

1.5.2Sequestro de monémero

O sequestro de monémeros de actina ocorre quando ABPs ligam-se a actina-G
para impedir a nucleacdo de filamentos (DOS REMEDIOS et al., 2003). E provavel
que a atuacao dessas proteinas aconteca pela competicao por regiées envolvidas na
interface entre mondmeros de actina para formacao dos filamentos (XUE et al., 2013).
ABPs sequestradoras de mondémeros impedem, portanto, a formacao de filamentos,
levando ao aumento da concentracdo de actina-G no ambiente celular. Em células
gue apresentam motilidade, € importante que haja actina-G disponivel para rapida
polimerizagdo e sinais celulares especificos ativam outras ABPs, que liberam o
mondmero, tornando-o pronto para polimerizacdo (WINDER; AYSCOUGH, 2005).
Dentre as ABPs com essa fungao, € possivel citar timosina B4 (IROBI et al., 2004),
profilina (SKILLMAN et al., 2012), CAP/Srv2 (FREEMAN et al., 1995) e ADF/cofilinas
(MEHTA; SIBLEY, 2010).
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1.5.3Quebra de filamentos

Proteinas que realizam a quebra de filamentos de actina (severing, em inglés)
diminuem o comprimento de actina-F cortando o filamento em duas partes (DOS
REMEDIOS et al., 2003). Os mecanismos da quebra de filamentos podem envolver
alteracdes mecanicas e de flexibilidade do filamento pela ligagdo de ADF/cofilinas
(McCULLOUGH et al., 2011) e tensao estérica causada por mecanismo coordenado
de associacdo sequencial de dominios de gelsolina a actina-F (BURTNICK, et al.,
2004).

1.5.4Despolimerizacgéo

Algumas proteinas que se ligam a actina tém funcéo de converter actina-F em
actina-G através da inducao de dissociacdo de mondmeros a partir da extremidade
“menos” do filamento. ADF/cofilinas sdao o exemplo mais conhecido de proteinas com
essa caracteristica (CARLIER et al., 1997).

1.5.5Capeamento

Os filamentos de actina séo estabilizados por proteinas que se ligam as suas
extremidades “mais” e “menos” (capping, do inglés). Proteinas com essa funcéo
podem ligar-se a extremidade “mais”, prevenindo a adicdo de monémeros, como CapZ
(YAMASHITA et al., 2003) ou a extremidade “menos”, impedindo a dissociagdo, como
tropomodulinas (RAO et al., 2014).

1.5.6 Formacao de reticulos

Algumas proteinas favorecem a reticulacéo de actina-F ao facilitarem a formacéo
de feixes, ramificacdes e redes tridimensionais. Essas proteinas apresentam ao
menos dois sitios de ligacédo a actina-F e podem ser exemplificadas por Arp3/2 (DOS
REMEDIOS et al., 2003).

1.6 ABPs em apicomplexas

Em apicomplexas, ABPs estdo presentes em um reduzido repertério, se
comparado a outros eucariotos (BAUM et al., 2006; SCHULER; MATUSCHEWSKI,
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2006). A busca por essas proteinas em alguns organismos apicomplexas
(Cryptosporidium parvum, Plasmodium yoelii, P. falciparum e Theileria annulata)
através de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) mostrou proteinas das familias
das profilinas, ADF/cofilinas, complexo CAP, coroninas e forminas (BAUM et al.,
2006). Além dessas ABPs conservadas, também foram identificadas outras, como a
proteina de roptria toxofilina em T. gondii (DELORME-WALKER et al., 2012; POUPEL,;
TARDIEUX, 1999) e conector associado ao glideossomo (GAC; JACOT et al., 2016).

Dentre as ABPs -descritas anteriormente em organismos apicomplexas, duas

estdo presentes em N. caninum, ADF e CAP.

1.6.1 Fator de despolimerizagdo de actina ou cofilina (ADF/cofilina)

Fatores de despolimerizacdo de actina (ADF) e cofilinas sdo proteinas
compostas por um Unico dominio de homologia a ADF (ADF-H), mddulo responsavel
pela ligacdo com actina-G e actina-F, encontrado em cinco familias de proteinas:
ADF/cofilinas, twinfilinas, Abpl/debrinas, coactosinas e fatores de maturacdo da glia
(POUKKULA et al., 2011). Esse dominio € estruturalmente similar ao dominio gelsolin
fold, encontrado em proteinas da familia da gelsolina (HATANAKA et al., 1996;
MACIVER; HUSSEY, 2002). O dominio ADF-H é considerado o bloco de construgéo
funcional das proteinas que possuem esse dominio (LAPPALAINEN et al., 1998).

ADF/cofilinas sé@o proteinas evolutivamente muito antigas, apresentando mais de
1 bilh&o de anos (LAPPALAINEN et al., 1998). ADF foi identificada pela primeira vez
em plasma sanguineo e em cérebro de frangos, como uma pequena proteina capaz
de causar despolimerizacdo de actina in vitro (BAMBURG et al., 1980).
Posteriormente, proteinas homologas foram sendo identificadas em outros
organismos, formando a familia ADF/cofilina (POUKKULA et al., 2011). A cofilina é
outro membro dessa familia, assim nomeado pela sua habilidade em cossedimentar
com filamentos de actina (MAEKAWA et al., 1984). Actoforina (de Acanthamoeba
castelanii; COOPER et al., 1986; MACIVER et al., 1991), depactina de equinodermas
(MABUCHI, 1983), coactosina de Dictyostelium (DE HOSTOS et al., 1993), twintar de
Drosophila (EDWARDS et al., 1994) e XAC de Xenopus (ABE et al., 1996) também
sado ADF/cofilinas. Eucariotos inferiores, em geral, expressam uma isoforma de

ADF/cofilina, enquanto que vertebrados expressam trés (ADF ou destrina, cofilina 1 e
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cofilina 2) e plantas, como Arabdopsis thaliana, produzem 10 isoformas (MACIVER,;
HUSSEY, 2002; POUKKULA et al., 2011).

Proteinas dessa familia sdo conhecidas por regularem a dindmica de actina
através, principalmente, de favorecimento de sua despolimerizacdo e da quebra de
filamentos (KANELLOS; FRAME, 2016). Em altas concentragdes, cofilinas ligam-se a
actina-G e promovem a nucleacdo de filamentos (ANDRIANANTOANDRO;
POLLARD, 2006). Nem sempre a fun¢éo individual das proteinas dessa familia € clara
na literatura. Isso acontece, em parte, porque acredita-se que ha uma sobreposi¢ao
das funcdes das diferentes isoformas ou ndo € especificada a isoforma estudada
(KANELLOS; FRAME, 2016). Aqui, essas proteinas serdo, em conjunto, denominadas
ADF/cofilinas.

ADF/cofilinas ligam-se tanto a actina-G, quanto a actina-F. Em geral, ha uma
maior afinidade por ADP-actina-G em detrimento de ATP-actina-G ou ADP-Pi-actina-
G (HILD et al., 2014), assim como uma preferéncia de ADF/cofilinas por regides
“antigas” dos filamentos, isto €, regides proximas da extremidade “menos” de actina-
F, mais rica em ADP-actina (POUKKULA et al., 2011). A ligacado de ADF/cofilinas aos
filamentos de actina aparentemente promove o seu desmonte devido a mudancas
rotacionais no filamento (McGOUGH et a., 1997) e aceleracédo de liberacédo de Pi de
ADP-Pi-actina-F (SUAREZ et al.,, 2011). Nao h& um consenso sobre como
ADF/cofilinas causam o desmonte de filamentos, podendo acontecer por aceleracéo
da liberagédo de monémeros a partir da extremidade “menos” do filamento (CARLIER
et al., 1997) e/ou por inducdo da quebra de actina-F em fragmentos menores (CHIN
et al., 2016). Andrianantoandro et al. (2006) propés um modelo indicando que a
atuacado de cofilina em actina-F varia com a propor¢cdo de ambas as proteinas. Em
presenca de concentracdes baixas de cofilina, o flamento sofre quebra; com altas
concentracbes de cofilina, ha liberacdo de Pi dos filamentos e eles séo
despolimerizados; porém, concentra¢cdes muito altas de cofilina levam a nucleacéo de
actina e polimerizacéo. Posteriormente, com a descricdo de um novo sitio de ligacao
entre actina e ADF/cofilinas com func&o de quebra dos filamentos, o sitio de ligacdo a
actina 2, Wong et al. (2014) propuseram um novo modelo: em baixas concentracao
de cofilina, ha pouca ligacdo de cofilinas no filamento, tornando os sitios de ligacdo a
actina 2 mais expostos, favorecendo a quebra; com cofilina presente em altas

concentragdes, ocorre ligagdo massiva de cofilina no filamento através do sitio de
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ligacdo a actina 1 (denominada decoracao do filamento por cofilina), bloqueando o
sitio 2 e, por consequéncia, impedindo a quebra dos filamentos.

A atividade de ADF/cofilinas é regulada por fosforilacao/defosforilacéo, ligacéo a
fosfoinositideos (PIP2), variacdo de pH e oxidacao (revisdo em KANELLOS; FRAME,
2016). Essas proteinas também séo reguladas por cooperacdo com outras ABPs na
dindmica de actina, como proteina associada a ciclase (CAP), coronina e Aipl
(BRIEHER et al., 2006; MORIYAMA; YAHARA, 2002; NOMURA et al., 2016;
NOMURA; ONO, 2013).

ADF ja foi caracterizada em alguns organismos do filo Apicomplexa, como T.
gondii (TJADF — ALLEN et al., 1997; MEHTA,; SIBLEY, 2010; MEHTA; SIBLEY, 2011),
Plasmodium (PfADF1 e PfADF2/PbADF2 — SCHULER et al., 2005a; SINGH et al.,
2011; WONG et al., 2014; WONG et al., 2011) e Eimeria (EtADF — XU et al., 2008).
Apesar de ADF de T. gondii e Plasmodium serem evolutivamente correlacionados,
diferencas celulares potenciais entre ambas foram descritas (HAASE et al., 2015). Em
E. tenella, ADF é expressa em uma isoforma em maior quantidade em merozoitas e
esporozoitas do que em oocistos (XU et al., 2008). ADF de T. gondii (TQADF; ALLEN
et al., 1997) também é expressa como uma unica isoforma e apresenta como funcao
primaria sequestro de actina-G, com evidéncia de quebra de filamentos (MEHTA,
SIBLEY, 2010), sendo também fundamental para o processo de regulacdo do
desmonte de actina-F dessa espécie in vivo (MEHTA; SIBLEY, 2011). Taquizoitas
nocaute para TgADF apresentam capacidade de invasdo e egresso de células
hospedeiras, assim como motilidade por deslizamento comprometidos (MEHTA,;
SIBLEY, 2011). A estrutura terciaria dessa proteina foi elucidada por espectroscopia
por ressonancia magnética nuclear, sendo estruturalmente relacionada com
ADF/cofilinas candnicas (YADAV et a., 2011). O parasita P. falciparum apresenta duas
isoformas de ADF, PfADF1 e PfADF2 (SCHULER et al., 2005a). PfADF1 liga-se,
preferencialmente, a ADF-actina-G (SCHULER et al., 2005a) e o seu efeito na
polimerizagdo de actinas heter6loga ou homologa ndo foi anteriormente observado
(SCHULER et al., 2005a). Porém, foi observado desmonte de filamentos de actina
homologa, efeito este causando por quebra dos filamentos (WONG et al., 2011), o que
foi posteriormente confirmado (WONG et al., 2014). A segunda isoforma de ADF de
Plasmodium, expressa nas formas sexuais de parasitas desse género € mais similar
a ADF canodnicas do que ADF1 (SINGH et al., 2011). ADF2 foi estudada em P. bergei

(PbADF2), mostrando-se funcionalmente redundante em estagios sanguineos, porém
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com papel chave na diferenciacdo de oocinetos para oocistos e esporozoitos para

formas exoeritrociticas (DOI et a., 2010).

1.6.2 Proteina associada a ciclase (CAP)

Proteina associada a ciclase ou proteina associada a adenilato ciclase (CAP) ou,
ainda, supressor de Ras2(V19) (Srv2) — em leveduras —, € uma proteina conservada
entre organismos eucariotos, que foi estudada inicialmente pela sua associacdo a
adenilato ciclase e ativacao de proteina Ras em leveduras (FEDOR-CHAIKEN et al.,
1990; WANG et al., 1992). Em leveduras, CAP/Srv2 apresenta uma organizagdo com
regibes compreendendo dominios de interesse (ONO, 2013). A regido N-terminal de
CAP é responsavel pela ligacdo com adenilato ciclase (NISHIDA et al., 1998), que é
seguida pelo dominio enovelado helicoidal (HFD; YUSOF et al., 2005). A regido
central apresenta duas regides ricas em prolina (P1 e P2; ONO, 2013), flanqueando o
dominio de homologia a proteina da Sindrome Wiscott Aldrich (WH2; CHAUDHRY et
al., 2010; PAUNOLA et al., 2002). Na regiao C-terminal de CAP encontra-se o dominio
CAP-C, responsavel pela ligacédo de alta afinidade com actina-G (CHAUDHRY et al.,
2007; FREEMAN et al., 1995; MATTILA et al., 2004). CAP de protozoérios apresentam
apenas o dominio CAP-C (ONO, 2013).

Apesar de ter sido inicialmente descrita como participante na via de sinalizacéo
Ras-cAMP, CAP também atua na regulacédo de dindmica de actina. Essa ABP liga-se
a actina-G e inibe a polimerizacdo espontanea de actina (CHAUDHRY et al., 2007;
FREEMAN et al, 1995; NOMURA; ONO, 2013), bem como sequestra monémeros
(FREEMAN et al., 1995). CAP também se liga a actina-F e promove o desmonte de
filamentos (MORIYAMA; YAHARA, 2002). Em cooperacédo com ADF/cofilina, a regido
C-terminal de CAP de levedura e mamiferos atua deslocando cofilina de ADP-actina-
G e realizando troca de nucleotideo (MATTILA et al., 2004), enquanto que a regiao N-
terminal promove quebra dos filamentos, mediada por cofilina (CHAUDHRY et al.,
2013; JANSEN et al., 2014). Além de ADF/cofilina, CAP também atua em cooperacao
com profilina e Alpl (BALCER et al., 2003). E conhecida a capacidade de CAP de
formar dimeros ou oligdmeros que podem conter seis moléculas de CAP e seis de
actina (BALCER et al., 2003; QUINTERO-MANZON et al., 2009), cuja funcdo ainda &

incerta.
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Em organismos apicomplexas, CAP é composta apenas pelo dominio CAP-C e
as formas recombinantes de CAP de P. falciparum (PfCAP) e C. parvum (CpCAP)
tendem a formar dimeros em solucéo (HLISCS et al., 2010; MAKKONEN et al., 2013).
Além disso, in vitro, CpCAP recombinante liga-se a actina-G, promove desmonte de
filamentos e sequestra mondmeros (HLISCS et al., 2010). J& o nocaute de CAP de P.
bergei (PbCAP) mostrou que essa proteina ndo é essencial para estagios assexuais
sanguineos desse parasita, porém, € essencial para o desenvolvimento de oocistos
no intestino de mosquitos (HLISCS et al., 2010).

1.7 Justificativa

O estudo de mecanismos envolvendo processos celulares tem sido realizado,
majoritariamente, em T. gondii e Plasmodium e seus resultados utilizados como
modelo de funcionamento para o filo como um todo. Isso ocorre, principalmente, pela
disponibilidade de ferramentas moleculares para manipulacdo desses organismos.
Porém, divergéncias entre os hospedeiros definitivos e intermediarios de T. gondii e
N. caninum representam evidéncias que motivam a investigacao individual de ambas
as espécies, uma vez que diferengcas nos mecanismos que envolvem o processo de
invasdo podem ser responsaveis por essa especificidade (REID et al., 2012). A
investigacdo de mecanismos em diferentes organismos do filo Apicomplexa pode
revelar peculiaridades entre os processos celulares. Além do mais, pode permitir a
avaliacdo da conservacdo entre diferentes espécies de sistemas mais complexos do
que a avaliacdo comparativa de genomas e transcriptomas. Isso possibilitaria a
observacdo de especificidades moleculares, ampliando o entendimento do
funcionamento de mecanismos estratégicos de organismos patogénicos. ABPs séo
proteinas envolvidas em processos bastante especificos, atuando diretamente na
regulacdo da dinamica de actina na célula. Desse modo, estudar as ABPs permite
contribuir para a compreenséao do papel de uma proteina abundante e protagonista na
manutencdo de varias atividades celulares, como actina. Ademais, conhecer o
funcionamento de processos-chave para a sobrevivéncia e disseminacao da infeccéo
por N. caninum pode gerar possiveis alvos terapéuticos para combate da neosporose,
uma vez que essa doenca ainda ndo possui abordagens terapéuticas efetivas para o
tratamento dos seus hospedeiros (HORCAJO et al., 2016; REICHEL et al., 2014),

causando prejuizos financeiros aos produtores de gado leiteiro e de corte (REICHEL
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et al., 2013). A investigacdo de ABPs também em N. caninum pode, no futuro, revelar
especificidades dos mecanismos de invasdo presentes nessa espécie que elucidem

as diferencas de hospedeiros observadas entre N. caninum e T. gondii.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Identificar e caracterizar proteinas que se ligam a actina (ABPS).

2.2 Especificos

a) Caracterizar in silico fator de deslimerizacédo de actina de N. caninum (NCADF)

e proteina associada a ciclase de N. caninum (NcCAP);
b) Expressar e purificar NCADF e NcCAP recombinantes;

c) Produzir e caracterizar anticorpos policlonais anti-NCADF, anti-NcCAP e anti-

NCcACt201-310;
d) Identificar NcCADF e NcCAP enddgenas em extrato de N. caninum;

e) Localizar NcADF, NcCAP e actina em taquizoitas de N. caninum por

microscopia confocal;

f) Avaliar funcdo de NcADF recombinante na dindmica de actina heteréloga (de

coelho);
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

O fluxograma da figura 5 resume as atividades desenvolvidas durante a

execucao deste trabalho.

Taquizoitas de Sequéncia primaria| | Sequéncia primaria
Neospora caninum NcCAP NcADF
Nc1 I I
| [
| Extragdode | Analises
RNA total in silico @Qa
- Modelagem molecular | g
Sintese de cDNA Sintese de cDNA baseada em h0m0|ogia a’ r
NcCAP NcADF
| | |
Espectrometria Clonagem, expresséo Clonagem, expressao
de massas |é e purificagao e purificagédo
(NcCAP-r) NcCAP/NcADF em pET32a(+) NcADF soluvel - pET28a(+)

> blot blot 2-D rescéncia

Imunizacédo de camundongos

[Soros

[ I I ]
Western Western ELISA Imunofluo-

Espectrometria
de massas

Caracterizagao|Bioquimica e Funcional

[ I [ l

Cossedi- Cinética Viscosi- Estado Interagdo com
mentacéo de actina metria estacionario actina-G

Imunizagao de

camundongos
Soros
| | I |
Western Dot blot ELISA Imun9flu_o-
blot rescéncia

Figura 5. Fluxograma mostrando delineamento experimental do tabalho. Em magenta, etapa de
cultura de taquizoitas de Neospora caninum; em roxo, etapas de biologia molecular; em ,
caracterizacdo molecular das proteinas recombinantes envolvendo o soro contendo anticorpo
policlonal; em verde, caracterizagdo bioquimica e funcional de NcADF in vitro; em azul, protedmica;
em cinza, analises in silico e modelagem molecular. Quadros ndo preenchidos representam etapas
realizadas na Universidade de S&o Paulo; quadros preenchidos de amarelo, as etapas realizadas na
Universidade de Edimburgo. Actina-G = actina na forma monomérica; NcADF = fator de
despolimerizacéo de actina de N. caninum; NcCAP = proteina associada a ciclase de N. caninum.
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Inicialmente, as sequéncias proteicas de NCADF e NcCAP foram submetidas a
caracterizacao in silico; NCADF teve o modelo estrutural construido por modelagem
molecular. Em seguida, a partir do RNA total extraido de taquizoitas de Neospora
caninum, os cDNAs codificadores de NcCAP e NCADF foram clonados e as proteinas
recombinantes, expressas e purificadas. As proteinas expressas em pET32a(+) foram
utilizadas para imunizacado de camundongos e obtencéo do soro contendo anticorpos
policlonais anti-NCADF e anti-NcCAP. Esses soros foram utilizados para a
caracterizagcdo molecular de NcCADF e NcCAP em extratos de N. caninum (western
blot e ELISA) ou taquizoitas integros (imunofluorescéncia). Em paralelo, na
Universidade de Edimburgo, NCADF foi clonada, expressa em pET28a(+) de forma
soluvel e purificada. NcCADF recombinante soltvel foi submetida a ensaios bioquimicos
e funcionais in vitro para determinacéo da influéncia dessa proteina na dinamica de
actina. Outra proteina recombinante, expressa anteriormente (BARONI, 2012),
NcActz01-310, correspondendo a um fragmento de actina, foi utilizada também para
imunizacdo de camundongos e avaliacdo da deteccdo de actina através do soro

gerado.

3.2 Manutencéo de taquizoitas de N. caninum

Células Vero foram mantidas em frascos de 25cm? e 75cm? a 37°C com 5% (V/V)
CO2 em meio RPMI 1640 com 2 mM de glutamina (Sigma) contendo 5% (v/v) de soro
fetal bovino (Gibco). Taquizoitas de N. caninum do isolado Ncl, mantidos em
monocamadas de células Vero a 37°C com 5% (v/v) CO2, em meio RPMI 1640 com 2
mM glutamina, foram isolados, em média, sete dias apds a inoculacdo em células
Vero. Para isso, as culturas foram, inicialmente, removidas dos frascos com auxilio de
um scraper e submetidas, em seguida, a passagens por agulha 26 G1/2 para
promover lise de células Vero. Os taquizoitas foram purificados por cromatografia de
exclusdo (Sephadex G-25 em PD10, GE Healthcare) ou por passagem atraves de
filtro de 5 um. Para a purificagéo por cromatografia, a cultura previamente submetida
a passagens por agulha foi aplicada em coluna de cromatografia e aliquotas de 1 ml
em tubos de 1,5 ml (total de 10 ml) foram recolhidas, contendo taquizoitas isolados de
células Vero. Apos a centrifugacéo (3.300 x g, 3 minutos, 4°C) todos os pellets foram

unidos em um s6 tubo e ressuspenso em 0,5 ml de PBS. Para purificacdo por filtro, a
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suspensao contendo as células Vero lisadas foi passada através de filtro de 5 um com
auxilio de uma seringa de 10 ml. O filtrado foi centrifugado a 3.300 x g por 6 minutos
a4°C.

A quantificacdo dos taquizoitas obtidos através da purificacdo foi feita por
contagem em camara de Neubauer em microscopio 6tico. Os taquizoitas obtidos a
partir da purificacdo foram utilizados em seguida ou foram congelados. Para o
congelamento, os tubos foram centrifugados (3.300 x g, 4°C, 3 minutos) e o
sobrenadante foi retirado, permanecendo o suficiente para encobrir o pellet. Em

seguida, os tubos foram armazenados a — 80°C.

3.3 Analises in silico
3.3.1 Selecéao de proteinas que se ligam a actina — ABPs

A busca de proteinas correspondentes a ABPs de N. caninum foi realizada no
banco de dados ToxoDB 7.3! (GAJRIA et al., 2008). Para isso, foram feitas buscas
com os nomes de ABPs conhecidas em organismos do filo Apicomplexa e
selecionados aqueles acessos que apresentassem homologia com proteinas

jaanteriormente descritas de Toxoplasma gondii.

3.3.2 Analises computacionais das sequencias de ABPs

Com as proteinas de N. caninum selecionadas para este trabalho (NCADF:
NCLIV_012510 e NcCAP: NCLIV_054140), foram realizados BLASTp? em banco de
dados “sequéncias de proteinas n&do redundantes (nr), assim como busca por
peptideo sinal em SignalP 4.1 (PETERSEN et al., 2011). Todas as sequéncias
proteicas selecionadas foram também analisadas quanto a presenca de dominios
conservados através da ferramenta Pfam® (PUNTA et al., 2012).

As sequéncias proteicas preditas das ABPs selecionadas também foram
alinhadas com proteinas homélogas de alguns organismos representativos e/ou

apicomplexas, apresentados como resultado do BLAST. O alinhamento foi feito em

1 Acesso em: http://toxodb.org
2 Acesso em: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
3 Acesso em: http://pfam.sanger.ac.uk/
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software MegAlign (DNASTAR, Lasergene) e visualizado em GeneDoc (NICHOLAS
et al., 1997) ou ESPript 3.0 (ROBERT et al., 2014).
3.3.3 Modelagem molecular baseada em homologia

Para modelagem molecular, foi utilizada a sequéncia proteica de fator de

despolimerizacéo de actina de N. caninum (NcADF; figura 6).

l | | | EIEI | 3I|:I | ‘IIEI
MASCMGVDENCVELFNELEIEETVEWIIFEIDSTEIVVER 40
DEREGNADEFFAGLPANDCRFGVYDCGNEIQFVLWCEPDNAD 80
VEPEMTYASSKDATLLEELDGATAVATEAHEMSEDTLAST.A 118

Figura 6. Sequéncia proteica de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum
(NcADF) submetida a modelagem molecular baseada em homologia. Imagem obtida por
printscreen da tela do software EditSeq 7.1.0 (DNASTAR, Lasergene) do acesso NCLIV_012510 em
ToxoDB.

A construcdo do modelo estrutural foi realizada através de ferramentas de

bioinformatica, conforme exposto na figura 7.

|dentificacdo de moldes| === BLAST

MegAlign 7.1.0

Alinhamento ——— ENDscript 2.0
@ Pymol 1.1r1

—1|Construcdo dos modelos| === Modeller

VU

Refinamento dos modelos| === ModRefiner

Y

. - Molprobity 4.3
—> Validac&do dos modelos | == \F;eRri(f)y%BECK

Figura 7. Esquema das etapas para modelagem molecular baseada em homologia. O esquema
mostra as etapas e as ferramentas de bioinformatica utilizadas para modelagem molecular de fator de
despolimerizacdo de actina de N. caninum (NCADF).
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3.3.3.1 Identificacdo dos moldes e alinhamento

Os modelos estruturais homaologos utilizados como molde para determinacéo
estrutural da proteina modelada foram obtidos em PDB* (Protein Data Bank — Banco
de dados de proteinas). As buscas foram realizadas por BLAST, através do algoritmo
BLASTDp, utilizando PDB como banco de dados.

As sequéncias de aminoacidos das estruturas selecionadas a partir do PDB
foram submetidas a alinhamento mdltiplo através do software MegAlign 7.0.1 pelo
modo ClustalW. As estruturas terciarias foram alinhadas em dupla no software Pymol
(The PyMOL Molecular Graphics System, versdo 1.5.0.4 Schrddinger, LCC), atraves
do qual o valor de RMSD (Root Mean Square Deviation — Desvio médio quadratico)
foi calculado.

Os parametros para selecdo dos moldes foram baseados em valor-E,
identidade/similaridade e RMSD; os acessos selecionados tiveram suas estruturas
secundarias alinhadas em ENDscript® (ROBERT; GOUET, 2014).

3.3.3.2 Construcdo dos modelos estruturais

Apoés selecdo dos moldes, o software Modeller 9.12 (ESWAR et al., 2006) foi
utilizado para construcdo dos modelos de estrutura terciaria. Para isso, foram
utilizados os tutoriais basico e avancado de modelagem, recomendados pelo

desenvolvedor do Modeller®.

3.3.3.2.1 Tutorial basico

O tutorial basico é utilizado quando a estrutura a ser modelada é baseada em
apena um molde, com identidade entre as estruturas priméarias do molde e da proteina
a ser modelada maior que 30%. Para realizacdo desse tutorial, foram seguidos o0s
passos indicados, exceto a busca inicial na biblioteca do proprio Modeller e sele¢céo
de moldes, nas etapas 1 e 2 do tutorial, uma vez que essas etapas foram realizadas

por busca em BLAST.

4 Acesso em: http://www.pdb.org/
5 Acesso em: http://endscript.ibcp.fr
6 Acesso em: https://salilab.org/modeller/tutorial/
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O alinhamento basico constituiu-se, portanto, das etapas: alinhamento entra as
sequéncias de aminoacidos a ser modelada e a sequéncia molde, seguida de

construcdo de 25 modelos.

3.3.3.2.2 Tutorial avancado

O tutorial de modelagem avancado é baseado no uso de varios moldes para
construcdo da estrutura final.

Para a realizacdo desse tutorial, também foram realizadas as etapas de
alinhamento entre sequéncia a ser construida e sequéncias homadlogas, seguido de

construcdo de 25 modelos.

3.3.3.3 Refinamento e validacdo dos modelos

Apoés a geracao dos 25 modelos, aguele com menor valor de DOPE global
(Discrete Optimized Protein Energy; SHEN, SALI, 2006) foi selecionado para
refinamento e validac@o. Graficos de residuos de aminoécidos versus DOPE foram
obtidos a partir do software GNUPLOT 5.0.

Os modelos selecionados foram analisados por Molprobity 4.37 (CHEN et al.,
2010), PROCHEK 3.5.4 (LASKOWSKI et al., 1993) e Verify3D (EISENBERG et al.,
1997). PROCHECK foi utilizado através do servidor Protein Structure Validation
Software 1.5 (PSVS®), enquanto que Verify3D foi acessado através de SAVES v.4°
(The structure analysis verification server, UCLA, Los Angeles, EUA).

ApOs analises, o modelo selecionado foi submetido a refinamento por
ModRefinerl® (XU; ZHANG, 2011) e em seguida foi analisado novamente por
Molprobity, PROCHECK e Verify3D. A visualizacdo dos modelos foi feita através do
software PyMOL.

3.3.3.4 Determinacéo do potencial eletrostéatico de superficie

As estruturas geradas por modelagem molecular foram analisadas pelo potencial

eletrostatico de superficie. Para isso, o calculo da equacao de Poisson-Boltzmann foi

7 Acesso em: http://molprobity.biochem.duke.edu/

8 Acesso em: http://psvs-1_5-dev.nesg.org/

9 Acesso em: http://services.mbi.ucla.edu/SAVES/

10 Acesso em: http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/
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feito pelo software APBS (Adaptative Poisson-Boltzmann Solver) (BAKER et al., 2001)
através do servidor PDB2PQR 2.0.0%! (DOLINSKY et al., 2004), usando campo de
forca AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement). O resultado foi
visualizado no software PyMOL.

3.4 Clonagem e expressao de proteinas recombinantes
3.4.1Extracao de RNA

A extracdo de RNA total de taquizoitas de N. caninum foi feita com Trizol (Thermo
Fisher Scientific). Para isso, um tubo contendo 7,5 x 107 taquizoitas, armazenado em
freezer a -70°C, foi descongelado em banho a 37°C, centrifugado a 9.500 x g por 1
minuto a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 1 ml de Trizol foi adicionado aos
taquizoitas. O conteudo foi homogeneizado e incubado a temperatura ambiente por 5
minutos. Apoés incubacdo, foram adicionados 200 ul de cloroférmio seguido de
cuidadosa agitacdo por 16 segundos e incubacdo a temperatura ambiente por 3
minutos. O tubo foi, entéo, centrifugado a 9.500 x g por 15 minutos a 4°C e a fase
aguosa, contendo o RNA total, foi transferida para um novo tubo de 1,5 ml.

Para a precipitacdo de RNA total, 500 ul de isopropanol absoluto foram
adicionados sobre a fase aquosa reservada anteriormente e foi feita uma incubacéo
de 10 minutos a temperatura ambiente. O tubo foi centrifugado a 9.500 x g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Sobre o pellet formado foi adicionado
1 ml de etanol 75% (v/v) e o tubo foi centrifugado a 9.500 x g por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi seco a temperatura ambiente
com o tubo aberto por aproximadamente 10 minutos. Em seguida, o RNA presente no
pellet foi ressuspenso com 30 pl de 4gua livre de RNA e incubado a 57,5°C por 10
minutos para deshaturacdo. A solucdo foi quantificada em espectrofotdmetro
GeneQuant pro (GE Healthcare) com comprimento de onda de 260 nm. A pureza da

amostra foi avaliada pela razédo das absorbancias em 260 e 280 nm (A260/A280).

11 Acesso em: http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pgr_2.0.0/
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3.4.2Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir de RNA total com transcriptase reversa
(GoScript Reverse Transcription System, Promega). A reacdo foi iniciada com a
adicdo de 2 pmol/pl de primers forward, 1 pg de RNA e 4gua livre de nuclease em um
volume total de 5 pl. A reagéo foi incubada em banho seco por 5 minutos a 70°C e
resfriada em gelo. Em seguida, foram adicionados a solucdo de RNA e primer uma
mistura contendo 4 pl do tampéao de reacdo 5X GoScript, 1,2 mM de MgClz, 0,5 mM
de dNTP mix, 20 unidades Weiss de inibidor de ribonuclease recombinante RNasin,
1ul de transcriptase reversa GoScript e agua livre de nuclease em um volume total de
15 pl. Todo o conteudo foi incubado a temperatura ambiente por 5 minutos para o
anelamento, seguido de extensdo a 42°C por uma hora. Terminada a extenséo, a
solucéo foi incubada por 15 minutos a 70°C para inativacdo da enzima transcriptase

reversa.
3.4.3Delineamento de primers

Através do software Primer Select (DNAStar) foram delineados primers que
delimitam as sequéncias dos genes codificadores de NCABPs a partir das sequéncias
preditas, no ToxoDB, para transcricdo em RNA mensageiro (RNAm). Aos primers
foram adicionados sitios para as enzimas de restricdo BamH | (primer forward) e Hind

Il (primer reverso), conforme tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados para a amplificag@o dos genes de ABPs ADF e CAP (NCLIV_012510
e NCLIV_054140). As bases sublinhadas correspondem aos sitios de restricdo. Tm = temperatura de
melting.

Sequéncia Nome Sequéncia 5 -3’ Tm (°C)
ADF_forw_BamHI  TTTGGATCCTCCGGAATGGGTGTT 42
NCLIV_012510
ADF_rev_HindlIl TTTAAGCTTTGCGAGGGATGC 40
CAP_forw_BamHI ~ CCCGGATCCCTCGAACTACATTG 34
NCLIV_054140
CAP_rev_Hindlll TTTAAGCTTGCGCGAGTACAG 40

3.4.4Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amplificacdes dos fragmentos NCLIV_012510 e NCLIV_054140 (NcADF e
NcCAP, respectivamente) por PCR foram realizadas com os kits GoTaq DNA

Polymerase (Promega) e FastStart PCR High Fidelity (Roche). Para as reagbes com
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ambos os kits, foram utilizados tampéao fornecido pelo kit, MgCl2 25 mM, 10 mM de
cada dNTP, primers a 20 pmol, Tag 5 u/ul, 2,5 ul de cDNA e agua em quantidade
suficiente para 50 pM.

As reag0es foram realizadas em termociclador Mastercycler (Eppendorf). Durante
a PCR, a temperatura de anelamento variou com o passar dos ciclos (PCR tipo
touchdown). As condi¢des utilizadas foram: 2 minutos a 95°C para ativacao da enzima
Taqg, seguidos de trés etapas contendo 5 ciclos, 5 ciclos e 25 ciclos. Todas as etapas
eram compostas por desnaturacéo a 95°C por 30 segundos, seguida de anelamento
com 50°C, 48°C e 45°C nos primeiro, segundo e terceiro ciclos, respctivamente. O
anelamento foi seguido de extensao a 72° por 2 minutos. Ao final das trés etapas, uma

extensdo de 72°C por 10 minutos foi realizada.

3.4.5 Preparo de insertos

Todo o volume dos produtos das rea¢gdes contendo material genético (PCR ou
digestdo) foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v). As bandas
correspondentes ao tamanho predito foram e recortadas do gel com auxilio de um
bisturi. O material genético foi purificado (item 3.4.11) e analisado novamente em
eletroforese em gel de agarose. Ap6s andlise, os insertos foram ligados em

plasmideos.

3.4.6 Clonagem em plasmideo de clonagem — pGEM-T Easy

A clonagem das sequéncias de ABPs selecionadas foi feita inicialmente em
plasmideo de clonagem pGEM-T Easy (Promega) (figura 8), conforme especificacbes
do fabricante. Para isso, 0s insertos previamente purificadas, provenientes das PCRs
foram ligadas em pGEM-T Easy. As reacfes foram realizadas com a adi¢do de 2 ul
do produto da PCR a 5 pl do tampéao de ligacédo 2X, 1 ul (50 ng) do plasmideo pGEM,
1 pl (3 unidades Weiss) de T4 DNA ligase, 3 pl de agua Milli-Q autoclavada e

incubacédo a 4°C por 18 horas.
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Figura 8. Mapa do plasmideo pGEM-T Easy, da Promega. O mapa mostra a localizacdo de pontos
de referéncia do plasmideo. Fonte: Manual técnico da Promega.

3.4.7 Clonagem em plasmideos de expressao
3.4.7.1 pGEM/pET, pET28a(+) e pET32a(+)

O pGEM/pET é um plasmideo construido pelo nosso grupo de pesquisa
(PEREIRA e YATSUDA, 2013, patente depositada) que consiste em um hibrido de
pGEM-T Easy (Promega) e pET28a(+) (Novagen). Para a construcdo desse
plasmideo, a regido do promotor até o terminador T7 presentes em pET28a(+) foram
inseridas em pGEM, levando a construcdo de um plasmideo de expressdo que
confere resisténcia a ampicilina e apresenta caudas de histidina N e C-terminais, cuja
afinidade com resinas de niquel permite a purificacdo de proteinas recombinantes.

Os plasmideos pET28a(+) e pET32a(+) (ambos da EMD Millipore) sédo

plasmideos comerciais (figura 9).
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Figura 9. Mapas dos plasmideos de expressdo. Mapas mostrando regides de interesse e localizacao
de regides de atuagdo de enzimas de restricdo de: A) pET28a(+) e B) pET32a(+). Fonte: Manuais da

Novagen.

3.4.7.1.1 Preparo dos plasmideos de expresséo e dos insertos

Os plasmideos pGEM/pET, pET28a(+) ou pET32a(+) ainda fechados e sem
insertos, assim como pGEM-T Easy recombinante foram digeridos com as enzimas
de restricdo Bam HI e Hind Il (tabela 2) a 37°C por 18 horas. Essas enzimas foram
utilizadas com objetivo de liberar o inserto do pGEM-T Easy e abrir os plasmideos de

expressdo, conferindo extremidades coesivas compativeis aos insertos e ao

plasmideo. O isolamento dos plasmideos e insertos foi realizado conforme item 3.4.6.

Tabela 2. Reacfes de digestdo com BamH | e Hind lll. As rea¢Bes foram mantidas em banho-maria

por 18 horas a 37°C.

pGEM-T Easy pGEM/pET pET28/pET32
Tampéao 10X FastDigest®* 3ul 3ul 1,5 ul
BamH | FastDigest®* 1l 1l 0,5 ul
Hind Il FastDigest®* 1l 1l 0.5 ul
Material genético 10 pl 10 pl 5ul
Agua Milli-Q 15 ul 15 pl 7.5 ul
Volume total 30 ul 30 pl 15 ul

*O tampé&o e ambas as enzimas séo FastDigest®, da Thermo Fisher Scientific.
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3.4.7.1.2 Ligacao do inserto nos plasmideos de expresséao

A reacao de ligacéao foi realizada entre os plasmideos de expressao pré-digeridos
com as enzimas BamH | e Hind Il e os fragmentos oriundos da reacédo de digestao
com as mesmas enzimas do plasmideo pGEM-T Easy e ocorreu na presenca da
enzima T4 DNA Ligase (Thermo Fisher Scientific). Para a reacdo foram adicionados
2 ul do tampédo T4 DNA Ligase 10X, 50 a 100 ng dos plasmideos pET28a(+) ou
pET32a(+) e o fragmento a uma concentracdo de cerca de trés vezes maior que a do
plasmideo, assim como 1 U Weiss da enzima T4 DNA Ligase. A reacdao foi incubada
em banho a 16°C por 18 horas. Apos 18 horas, 1 pl da reacdo de ligacdo foi

transformado em linhagem eletrocompetente de Escherichia coli TOP10.

3.4.8 Extracdo de DNA plasmidial — Miniprep

A extracdo de DNA plasmidial ou miniprep foi realizada através do uso de kit
comercial, onde todos os tampdes e as colunas de afinidade ao DNA foram adquiridos
comercialmente, ou pela utilizacdo de tampdes feitos no préprio laboratério. O
miniprep por kit comercial foi utilizado em todas as etapas envolvendo a construcao
dos plasmideos recombinantes. A extracdo sem kit comercial foi realizada na
Universidade de Edimburgo, durante as tentativas de extracdo dos plasmideos da
cepa de E. coli IM101 para posterior transformacao em E. coli BL21 (DE3).

3.4.8.1 Extracao por kit comercial

As extracfes de DNA plasmidial foram feitas utilizando kit comercial, salvo
guando indicadas extracdes sem utilizacédo do kit.

Para os minipreps foi utilizado o kit AxyPrep Plasmid Miniprep (Axygen). As
células de E. coli TOP10 foram sedimentadas apds sucessivas centrifugacdes a 9.500
X g por 1 minuto a 4°C. Os pellets foram ressuspensos em 250 ul de Buffer S1. Em
seguida, 250 pl do Buffer S2 foram adicionados e homogenizados por inversao dos
tubos. O Buffer S3 foi adicionado (350 pl) as solug¢des, que foram homogeneizadas
cuidadosamente por inversdo. As amostras foram, entdo, centrifugadas por 10
minutos a 9.500 x g a 4°C e os sobrenadantes foram transferidos para microcolunas
devidamente acondicionadas em tubos coletores. As colunas foram centrifugadas a

9.500 x g por 1 minuto a 4°C e o liquido resultante nos tubos coletores foi descartado.
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As colunas foram lavadas com 700 pl de Buffer W2 e centrifugadas novamente sob
as mesmas condi¢des anteriores. Apos descarte do conteudo eluido, as colunas foram
centrifugadas novamente na mesma velocidade e temperatura, agora por 2 minutos
para a remocao de tragcos do tampdo de lavagem. Os tubos coletores foram
descartados, sendo trocados por tubos de 1,5 ml a serem acoplados as colunas.
Finalmente, para a eluicdo dos plasmideos, 40 ul de agua Milli-Q autoclavada foram
adicionados diretamente as matrizes da coluna, que foram incubadas por 1 minuto a
temperatura ambiente e centrifugadas a 9.500 x g por 2 minutos. As solu¢fes eluidas

foram armazenadas a -20°C até a sua utilizagéo.

3.4.8.2 Extragcao sem kit comercial

Culturas de bactérias foram centrifugadas a 16.000 x g por 1 minuto e 0s
sobrenadantes foram descartados. Os pellets foram submetidos a lise alcalina
(modificado de BIRNBOIM; DOLY, 1979). Para isso, eles foram ressuspensos em 100
pl de solucéo A (apéndice A.1) e 3 ul de RNase A foram adicionados a cada 1 ml de
solucéo. Apds ressuspensao dos pellets, foram adicionados 100 ul do tampéo de lise
(apéndice A.2) recém preparado, seguido de 100 pl de solucdo K (apéndice A.3). A
suspensao foi incubada por 3 minutos a temperatura ambiente e centrifugada a 16.000
X g por 5 minutos. Apés lise celular, os plasmideos foram isolados por purificacdo em

coluna ou por precipitagdo por isopropanol.

3.4.8.2.1 Purificagdo em coluna

Para purificacdo dos plasmideos por coluna, foram utilizadas mini colunas
provenientes do kit FastPlasmid Mini (5 PRIME, Fisher Scientific). A solu¢éo resultante
da lise celular foi adicionada sobre uma mini coluna, que foi centrifugada por 1 minuto
a 16.000 x g. A coluna foi lavada com solugéo de lavagem fornecida pelo mesmo kit e

os plasmideos foram eluidos em agua deionizada.

3.4.8.2.2 Precipitagéo por isopropanol

A precipitacdo por isopropanol foi realizada pela adicdo de um volume de
isopropanol correspondente a 50% do volume da solucéo proveniente da lise celular.
Essa solucdo foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, seguida de

centrifugacéo de 30 minutos por 16.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o pellet
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foi lavado com solucdo de etanol 70% (v/v). ApOs centrifugacdo e remocdo do
sobrenadante, o pellet foi parcialmente seco a temperatura ambiente e ressuspenso

com agua deionizada.

3.4.9Eletroforese em gel de agarose

Para as eletroforeses foram utilizados géis de agarose 0,8% ou 2% (p/v),
preparados com tampéo TAE (apéndice A.4), adicionados de 0,34 pug/ml de brometo
de etidio (solucdo de 10 mg/ml, da Promega). As corridas foram realizadas uma cuba
Easy Cast Mini (Owl, Thermo Fisher Scientific) em tamp&o TAE sob uma voltagem de
100 V e amperagem livre. As amostras foram preparadas por diluigdo em Tampao de
Corrida (6 X Orange DNA Loading Dye, Thermo Fisher Scientific). Como marcadores
de peso molecular, foram utilizados GeneRuler 1 kb DNA Ladder ou GeneRuler DNA

Ladder Mix, ambos da Thermo Fisher Scientific.

3.4.10 Purificacdo de material genético a partir de gel de agarose

A extracao e purificacdo do DNA a partir de géis de agarose foi feita através do kit
lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). Inicialmente, a
banda de interesse, presente em um gel de agarose e visualizada através da luz UV,
foi recortada e extraida do gel com o auxilio de um bisturi limpo e transferida para um
tubo de 1,5 ml. A banda recortada, contendo massa de no maximo 400 mg foi
incubada com o Capture buffer (10 ul para cada 10 mg do gel) a uma temperatura de
60°C por 15-30 minutos, até a agarose ser completamente dissolvida e o tampéao
adquirir uma coloracdo amarela ou laranja-claro. Uma vez dissolvida a agarose, a
solucéo foi transferida a microcoluna GFX MicroSpin acoplada a um tubo coletor,
incubada a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugada a 13.000 x g por 1
minuto a 4°C, para que o fragmento de DNA se ligue a matriz de silica da microcoluna.
A solugéo eluida foi descartada e 500 pl do Wash buffer foram adicionados a
microcoluna, que foi centrifugada sob as mesmas condi¢gbes anteriores. Novamente o
conteudo eluido foi descartado e a coluna foi submetida a uma centrifugagéo de 2
minutos a 13.000 x g a 4°C para remoc¢ao completa do tampéo de lavagem. Em
seguida, o tubo coletor foi descartado e substituido por um tubo de 1,5 ml, que foi
acoplado a microcoluna. Sobre a matriz da microcoluna foram adicionados 10-50 pl

de agua Milli-Q autoclavada e, ap0s incubacgdo de 1 minuto a temperatura ambiente,
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a microcoluna foi centrifugada a 13.000 x g por 1 minuto a 4°C para recuperacao do

DNA, que foi armazenado em -20°C.

3.4.11 Sequenciamento

Os minipreps provenientes de células E. coli TOP10 transformadas com pGEM-
T Easy e plasmideos de expresséo recombinantes (ligados as sequéncias de NCADF
e NcCAP) foram enviados para sequenciamento no Laboratério de Biologia Molecular
de Plantas da Profa. Dra. Maria Helena Goldman, na FFCLRP (Faculdade de Filosofia
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto). O sequenciamento de insertos em pGEM-T Easy
foi feito com primers T7 e SP8, enquanto que o sequenciamento de insertos em
plasmideos de expresséo foi realizado com primers especificos para as sequéncias

dos insertos (tabela 1).

3.4.12 Transformag&o em cepas de Escherichia coli

Para a transformacao de plasmideos em células de E. coli, foram utilizadas duas
abordagens: a eletroporacdo e a transformacdo quimica. A eletroporacdo foi a
metodologia-padrdo utilizada para transformacdo durante a construcdo dos
plasmideos de clonagem e expressado recombinantes. A transformacdo quimica foi
utilizada somente na Universidade de Edimburgo para transformacao dos plasmideos

transportados até Ia.

3.4.12.1 Preparo de células eletrocompetentes

Uma coldnia de células E. coli TOP10 ou BL21 (DE3), previamente plaqueadas
em meio LB &gar foi repicada e incubada por 18 horas e 37°C em 50 ml de meio LB.
Todo o processo foi feito em meio sem antibiético. Apds 18 horas, 5 ml do caldo foram
inoculados em 500 ml LB e incubados a 37°C sob agitacao (250 rpm — em Incubadora
de Bancada Refrigerada CT-712 R, Cientec) até OD a 600 nm atingir de 0,5 a 0,8
(medida realizada no equipamento Genequant, GE Healthscience). Em seguida, toda
a cultura foi incubada em gelo por 30 minutos e centrifugado por 15 minutos a 3.000
X g a 4°C. O pellet foi ressuspenso em 500 ml de agua (Milli-Q esterilizada) a 4°C e
centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores. Feito o procedimento anterior por

duas vezes, o pellet resultante foi homogeneizado em 20 ml de glicerol 10% (v/v)



MATERIAL e METODOS 42

esterilizado, este foi centrifugado (3.000 x g, 15 minutos, 4°C) e o pellet obtido foi
novamente ressuspenso em glicerol 10%, porém em 1 ml.

Para determinar se as células haviam atingido concentracdo minima para
transformacao, 7,5 ul do contetdo obtido foram diluidos em 742,5 ul de 4gua Milli-Q
e tiveram sua OD medida a 600 nm. A quantidade de células é ideal se a OD é maior
que 0,5, o que corresponde a 1 x 108 UFC. Aproximadamente 17 aliquotas de 55 pl

cada, contendo, em média, ~3 x 108 UFC, foram armazenadas a -70°C.

3.4.12.1.1 Transformacéao por eletroporacao

As reac0Oes de transformacao ocorreram em cepas de E. coli eletrocompetentes
TOP10 ou BL21 (DE3). As ligacfes das sequéncias em plasmideos foram transferidas
(1 pl) a um tubo 1,5 ml mantido em gelo. A esse tubo foram transferidos 50 ul de
células eletrocompetentes, previamente mantidas e descongeladas em gelo. O
contelido do tubo, apds ser cuidadosamente misturado, foi transferido a cubetas de 2
mm que foram eletroporadas sob as seguintes condigdes: C= 25 pF, PC= 200Q e V=
2,5kV em equipamento GenePulser Xcell, da BioRad. Apds a eletroporacédo foram
adicionados 250 pl de meio YNZ+ (apéndice D.1) e o material da cubeta transferido
para um tubo falcon de 15 ml para agitacao por uma hora (350 rpm a 37°C). Ao final
da incubacao, o material foi plaqueado por esgotamento em meio LB agar seletivo
contendo somente 50 ul/ml de ampicilina ou kanamicina. As placas contendo LB agar

foram incubadas a 37°C por 18 horas.

3.4.12.2 Preparo de células quimiocompetentes

Estoques em glicerol de células E. coli IM101 ou BL21 (DE3) foram inoculados
em 10 ml de meio LB e incubados por 18 horas a 37°C com agitacdo. Em seguida,
foram adicionados 35 ml de meio LB sobre as culturas, que foram incubadas
novamente a 37°C sob agitagédo até que a ODsoo atingisse aproximadamente 0,5. As
culturas foram resfriadas em gelo por 10 minutos e centrifugadas a 4.500 rpm
(Labofuge 400R — Heraeus) por 20 minutos. Apos centrifugagdo, os sobrenadantes
foram descartados; as células foram gentiimente ressuspendidas em solucdo de
CaCl2 a 100 mM e incubadas em gelo por 40 minutos. As suspensfes foram

novamente centrifugadas na mesma condi¢ao anteriormente citada e as células foram
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ressuspendidas em CaClz 100 mM contendo 20% (v/v) de glicerol. As suspensodes

foram aliquotadas e armazenadas em -20°C ou -70°C por, ho maximo, sete dias.

3.4.12.2.1 Transformacédo quimica

Volumes apropriados de solu¢do contendo plasmideos a serem transformados
foram transferidos para tubos de 1,5 ml e 100 pl de bactérias quimiocompetentes
foram adicionados sobre eles. As células e os plasmideos foram gentilmente
misturadas e mantidas em gelo. Apés 30 minutos de incubacado, as amostras foram
transferidas para banho seco de 42°C por 90 segundos e transferidas logo em seguida
novamente para o gelo durante 1 minuto. A reacdo foi plagueada em LB agar
(apéndice D.3) seletivo (50 pg/ml de kanamicina) e incubada por 18 horas a 37°C. As
colénias resultantes foram inoculadas em 5 ml de meio LB e incubadas por 18 horas

a 37°C. As culturas foram armazenadas em estoque de glicerol a 20% (v/v) a -70°C.

3.4.13 Expressao heterdloga
3.4.13.1 Expressdao heter6loga em E. coli BL21 (DES3)

Inicialmente, para a expressao, células E. coli eletrocompetentes BL21 (DE3)
foram transformadas com os plasmideos pET28a(+) ou pET32a(+) recombinantes. As
colénias foram repicadas em meio LB com 50 pg/ml de ampicilina (pET32a(+)) ou
kanamicina (pET28a(+)) e incubadas por 18 horas a 37°C sob agitacdo. Apds esse
periodo, 500 ul de cada cultura foram transferidos, em duplicata, para 5 ml de meio
LB com 50 pg/ml de ampicilina ou kanamicina. Os meios foram incubados a 37°C até
que a ODesoo atingisse 0,5 a 0,8. Atingida a OD necessaria, uma cultura de cada
duplicata foi induzida com 1 mM de IPTG, enquanto que a outra cultura foi utilizada
como controle da expresséo; as culturas foram incubadas por 3 horas a 37°C ou 18
horas a 18°C e 120 rpm de agitacdo. Apés a inducéo de expressao, os conteudos dos
pocos foram transferidos para tubos de 1,5 ml e os pellets coletados por centrifugagao

a 9.500 x g por 1 minuto.
3.4.13.1.1 Extracéo total

Os pellets de BL21 (DE3) coletados apds a inducdo da expressao foram

ressuspensos em Tampao Tris-HClI 100 mM (apéndice B.1), tampéo de ligacao
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(apéndice B.2) ou ureia 8 M (apéndice B.3) e submetidos a extracdo por sonicacao
(intensidade 7 em Sonic Dismembrator model 100, Fischer Scientific). Em seguida, os
tubos foram centrifugados 9.500 x g por 5 minutos a 4°C e o0s sobrenadantes
analisados por SDS-PAGE.

3.4.13.1.2 Testes de expressao e solubilidade de NCADF

Para os testes de solubilidade da proteina recombinante NCADF, foram utilizadas
células E. coli qguimiocompetentes BL21(DE3), transformadas quimicamente com o
plasmideo recombinante pET28a(+). As colbnias foram repicadas em meios LB
(apéndice D.2), TB (apéndice D.4) ou 2 X TY (apéndice D.5) contendo 50 pug/ml de
kanamicina, que foram submetidos a incubacao por 18 horas a 37°C sob agitacao.
Em seguida, um volume da cultura correspondente a 10% do volume final da
expresséo foi transferido para novo meio seletivo e essa cultura foi incubada a 37°C
sob forte agitacéo (150 rpm) até que ODeoo atingisse 0,5 - 0,8. A expresséo foi induzida
com 0,2 ou 1 mM de IPTG e as culturas incubadas por 18 horas a 18°C, temperatura
ambiente (~22°C) ou 27°C, sob agitacdo moderada (100 rpm). Os pellets foram

coletados por centrifugacao a 5.000 x g por 15 minutos.

3.4.13.1.2.1 Extracao total

Apos coleta dos pellets, para lise celular, estes foram submetidos a sonicacéo
em diferentes tampdes de solubilizacdo com amplitude de 5 ou 13 microns (Soniprep
150, Sanyo) e cinco ciclos de congelamento e descongelamento em gelo seco. Em
seguida, a suspensao resultante foi centrifugada a 5.000 x g por 40 minutos e o
sobrenandante foi utilizado para purificacdo em resina de niquel.

Os tampdes de solubilizacdo utilizados nos testes de solubilidade foram:

a) Tampao de solubilizacdo 1: ver apéndice B.4;
b) Tampé&o de solubilizacdo 2: apéndice B.5;

c) Tampaéo P: apéndice B.6.

3.4.13.1.2.2 Teste de expressao em presenca de etanol

Foi realizado teste de expressdo de NCADF em presenca de etanol. O etanol é

conhecido por aumentar a quantidade de proteinas recombinantes expressas
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(CHHETRI et al., 2015; THOMAS; BANEYX, 1996) quando adicionado ao meio de
cultura durante a inducéo e aqui foi adicionado para avaliar se sua presenca seria
capaz de aumentar a forma soluvel da proteina.

Inicialmente, estoque de E. coli BL21 transformada com pET28a(+) ligado a
cDNA codificador de NcADF foi inoculado em meio TB contendo 50 pg/ml de
kanamicina. A cultura foi incubada por 18 horas a 37°C sob agitacdo. O volume
correspondente a 10% do volume de expresséao foi transferido para outros frascos
contendo meio TB, kanamicina e etanol a 0, 3, 5 ou 10% (v/v). Essa cultura foi
incubada a 37°C sob agitacdo até que ODsoo atingisse 0,5 - 0,8. Em seguida, a
expressao foi induzida com 0,2 mM de IPTG por 18 horas a 27°C.

Os pellets foram coletados e lisados com cinco ciclos de congelamento e
descongelamento em gelo seco, seguidos de sonicacdo a 13 microns em tampéo de
solubilizacdo 1. As suspensdes foram centrifugadas a 16.000 x g por 1 minutos, o
sobrenadante foi reservado e o pellet resultante foi solubilizado em ureia 8 M. Os

extratos foram analisados (12 pl) em SDS-PAGE.

3.4.14 Purificacédo de proteinas recombinantes em resina de niquel

As purificacdes foram realizadas por cromatografia de afinidade em 500 pl de
resina de niquel (Ni Sepharose 6 Fast Flow, GE Healthcare ou His-Pur, Thermo
Scientific), cujos atomos de niquel carregados positivamente (Ni*?) interagem com a
cauda de histidina das proteinas recombinantes em pH béasico e baixa concentracdo
de imidazol. Foram feitos dois tipos de purificacdo: 1) em tampao desnaturante ou 2)

em tamp&ao ndo-desnaturante.

3.4.14.1 Purificagdo em tampéao desnaturante

Para purificacdo em tampéo desnaturante, a resina foi empacotada em colunas
vazias (Empty Disposable PD-10 Columns, GE Healthcare) e equilibrada com a
passagem de 3 ml de tampéao ureia 8 M pH 8,0. ApGs o equilibrio, foram adicionados
as colunas fechadas os extratos contendo as proteinas recombinantes, assim como 3
ml de tamp&o ureia 8 M e os sistemas foram submetidos a agitagdo por 10 minutos,
permitindo a interacao da cauda de histidina com o niquel da resina. Feita a incubacéo,
o conteudo foi dispensado (recolhendo-se uma amostra, denominada de flow

through), a resina foi lavada novamente com 3 ml de tampé&o ureia 8 M e, em seguida,
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tampéo ureia 8 M pH 6,3 (6 ml). A proteina recombinante foi eluida através do tampé&o

ureia 8 M pH 4,5 em aliguotas de 500 pl.

3.4.14.2 Purificagcdo em tampao ndo-desnaturante
3.4.14.2.1 Apds verificacdo de solubilidade das proteinas recombinantes

A purificagdo em solugédo n&o-desnaturante foi feita a partir da solugéo obtida
apos sonicacdo do pellet de BL21 com tampao de ligacdo. A coluna previamente
empacotada foi equilibrada com 3 ml de tampéao de ligacdo e, em seguida, a amostra
foi adicionada e incubada com a resina por 10 minutos sob agitacdo. Apds incubacéao,
0 conteudo da coluna foi dispensado (flow through), uma aliquota foi recolhida e a
coluna foi lavada com o0 mesmo tampéo de ligacdo. A amostra foi eluida com tampéao
de eluicdo (apéndice B.7) em aliquotas de 500 pl.

Para andlise das fracfes eluidas e recolhidas foram utilizados 200 pl da solucao
de Bradford 1:5 (Coomassie blue G-250, BioAgency), na qual foram misturados 20 pl
de cada fragdo. Fracdes que apresentaram coloracdo azul na solugcdo de Bradford
foram submetidas SDS-PAGE 12,5%, utilizando-se 10 ul de cada amostra.

3.4.14.2.2 Purificagcdo de NcCADF solavel

O sobrenadante proveniente da lise de E. coli BL21 apds expressao foi
adicionado a uma coluna previamente empacotada e equilibrada contendo resina de
niquel. A coluna foi incubada por 30 minutos a 4°C com agitacdo. Uma vez que a
proteina recombinante estava imobilizada na resina, a solucdo foi descartada
passando através da coluna e a coluna foi lavada com 3 ml de tampéao P, seguido de
lavagem com 8 ml de tampéo de lavagem (apéndice B.8). A proteina recombinante foi
eluida em 10 ml de tampéao de elui¢do 2 (apéndice B.9). Imediatamente apds a eluicao,

1 mM de EDTA e 1 mM de DTT foram adicionados a solugéo eluida.

3.5 Eletroforese em gel de acrilamida
3.5.1 Desnaturante (SDS-PAGE)

Para eletroforese, os géis de 10, 12, 12,5 ou 15% foram submetidos a voltagem

de 120-200 V e amperagem livre em tampdao de corrida (apéndice B.10) para SDS-
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PAGE. As amostras foram diluidas em tampéao 3 X (New England Biolabs) ou tampéao
Laemmli 4X (apéndice B.11). Como marcadores moleculares foram utilizados o
PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific) ou Protein MW Marker
(Thermo Scientific) e, para o gel a ser utilizado em western blot, os pré-corados
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific) ou Spectra
Multicolor Protein Ladder (Thermo Scientific). As amostras foram submetidas a
eletroforese até que o marcador azul do tampdo de amostra atingisse a regido
posterior final do gel. Os géis foram corados com Coomassie G-250 (apéndice B.12),
apos fixacdo em tampéao de fixacdo (apéndice B.13) ou Coomassie R-250 (apéndice
B.14) seguido de descoloracdo em tampéo de descoloracdo (apéndice B.15). As

imagens foram obtidas por Image Scanner (Amersham Biosciences).

3.5.2 Nao-desnaturante (PAGE)

Para eletroforese em condi¢cdes ndo-desnaturantes, foram utilizados os mesmos
procedimentos de SDS-PAGE, porém com auséncia de SDS no gel e em tampéo de
corrida. Além disso, ndo foram utilizados marcadores moleculares e as amostras
foram diluidas em Gel Loading Buffer (Sigma). Os géis foram corados com Coomassie

G-250 e as imagens foram obtidas por Image Scanner.

3.5.3 SDS-PAGE 2-D

SDS-PAGE 2-D é uma técnica que separa proteinas por duas de suas
caracteristicas: o ponto isoelétrico (pl) e o peso molecular. Em uma primeira
dimenséo, a separacdo pelo pl é feita por focalizacdo isoelétrica, que submete as
proteinas a um gradiente de pH sob um campo elétrico, permitindo que elas se movam
até uma posicao onde sua carga liquida seja zero. A separacao pela massa molecular

ocorre em seguida e é feita atraves de SDS-PAGE

3.5.3.1 Primeira dimensé&o ou focalizagédo isoelétrica

As proteinas de N. caninum foram extraidas de pellet recém purificado de mais
de 1 x 108 taquizoitas e as proteinas de células Vero foram extraidas de células
provenientes de cultura confluente em garrafa pequena. Para isso, foram adicionados

ao pellet 500 pl de tampé&o de reidratacdo (apéndice B.17). Os pellets foram
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ressuspendidos no tampéo adicionado e os tubos foram centrifugados em seguida a
9.500 x g por 5 minutos. Para hidratar as strips, 125 ul de cada extrato (N. caninum e
Vero) foram utilizados, equivalente a 5 x 107 taquizoitas ou mais. A esse volume foram
adicionados DTT (final de 0,2 mM; Promega) e IPG buffer 3-11 NL (5 ul; GE
Healthcare).

Os 125 pul da solucédo preparada foram utilizados para reidratar cada strip de 7
cm (Rehydrate Immobiline DryStrip gel 3-11 NL, da GE Healthcare), posicionadas em
DryStrip Reswelling Tray (suporte para reidratagéo de tiras; GE Healthcare) e cobertas
de o6leo mineral (DryStrip Cover Fluid, da GE Healthcare). O sistema foi incubado a
temperatura ambiente por 18 horas. Apoés a reidratagéo, as strips foram dispostas no
suporte apropriado do equipamento Ettan IPGPhor 3 (GE Healthcare), cobertas com
0leo mineral e submetidas as condi¢cBes elétricas indicadas pelo fabricante das strips
(tabela 3) para a focalizacdo isoelétrica. As strips foram armazenadas a -70°C até a
sua utilizacao.

Tabela 3. Condic8es utilizadas para a focalizagdo isoelétrica das tiras de 7 cm 3-11 NL em
equipamento Ettan IPGPhor 3. Corrida efetuada a 20°C e corrente de 50 PA por tira.

Tirade 3-11 NL
Etapa Tipo de voltagem Voltagem (V) kVh

1 Step and hold 300 0,2
2 Gradient 1000 0,3
3 Gradient 5000 4,0
4 Step and hold 5000 2,0
total 6,5

3.5.3.2 Segunda dimensao ou SDS-PAGE

Antes de submeter as strips ao SDS-PAGE, estas foram incubadas com 10
mg/ml de DTT em tampao de equilibrio (apéndice B.18) por 15 minutos, seguida de
incubacdo em 25 mg/ml de iodoacetamida (GE Healthcare) em mesmo tampao
também por 15 minutos.

As strips equilibradas foram dispostas sobre o gel de acrilamida 12,5% e
cobertas com o tampao de selamento (apéndice B.19), que solidifica-se sobre as tiras
e o gel, possibilitando a distribuicio homogénea da corrente elétrica durante a
eletroforese. O sistema eletroforético foi submetido a voltagem livre e amperagem

constante de 10 mA/gel por 15 minutos para entrada homogénea da amostra no gel e
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0 processo foi completado a 20 mA/gel até o azul de bromofenol atingir o fim do gel.
Dois géis, corridos em paralelo, foram utilizados para western blot (item 3.8) ou

coloracdo por Coomassie G-250 (item 3.5.1).

3.6 Extratos totais de N. caninum e células Vero

Para os extratos totais de N. caninum e células Vero foram utilizados
aproximadamente 5 x 107 sonicados com 500 pl de ureia 8 M ou tampé&o de amostra
(apéndice B.16). Os tubos foram centrifugados a 9.500 x g por 3 minutos a 4°C e 0s

sobrenadantes foram utilizados.

3.7 Imunizagdo de camundongos

Os experimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais do campus de Ribeirdo Preto (CEUA) (Protocolo n®12.1.1898.53.5, anexo 1).
Os animais foram fornecidos pelo biotério central do campus Ribeirdo Preto da
Universidade de Sédo Paulo (PUSP-USP) e mantidos no biotério de animais de
experimentacdo da FCFRP-USP sob condi¢Bes convencionais.

Camundongos machos da linhagem BALB/c foram imunizados por injecé&o
intraperitoneal com concentra¢cdes conhecidas das proteinas recombinantes e
antigenos-controle emulsionadas com igual volume de adjuvante completo ou
incompleto de Freund, sendo aplicados 100 pl da emulsdo por camundongo. Os
antigenos utilizados foram: NcActzo1-310, NCADF e NcCAP, além de taquizoitas de N.
caninum (controle positivo) e o tampéao ureia 8 M (controle negativo) (para maiores
detalhes sobre a imunizacéo, ver tabela 4). NCADF e NcCAP recombinantes foram
obtidas neste trabalho, enquanto que NcActzo1-310, proteina recombinante
correspondente a fragmento de actina entre os aminoacidos 201 e 310, foi expressa
durante o trabalho de mestrado (BARONI, 2012).

A primeira imunizag&o ocorreu na semana 0 com adjuvante completo de Freund.
Outras trés imunizagdes foram realizadas com intervalos de 3 semanas com adjuvante
incompleto de Freund. Na semana 12, os animais foram anestesiados com quetamina
(100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal e foi feita exsanguinagao por
puncao cardiaca para coleta do soro hiperimune, culminando com a morte dos animais

por hipovolemia. O sangue dos animais foi incubado a 37°C por 20 minutos, seguido
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de 4°C por 2 horas. Os tubos foram centrifugados a 9.500 x g por 10 minutos a 4°C e
o soro foi isolado, aliquotado e armazenado em freezer a - 70°C. Para a utilizacéo, os
soros provenientes do mesmo grupo de animais foram reunidos na mesma proporgéo

volumétrica.

Tabela 4. Detalhes da imunizacdo de camundongos por proteinas recombinantes e antigenos-
controle. Os tipos de antigenos, quantidade aplicada em cada imunizacdo e o0 nimero de animais
utilizados estéo especificados.

Quantidade por imunizagéo o
Antigeno n° de animais
Semana0 Semana3 Semana6 Semana9

NCACt201-310 50 ug 50 ug 50 ug 50 ug 7
NcADF 5 ug 80 ug 50 ug 50 ug 7
NcCAP 5 ug 80 ug 50 ug 50 ug 6

Taquizoitas de Nc* 5 x 108 5 x 108 5 x 10° 5 x 10° 3
Ureia8 M 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl 3

*Nc = Neospora caninum.

3.8 Western blot

Para western blot foram utilizados géis contendo amostras a serem analisadas. O
contetdo desses géis foi transferido para membrana de PVDF (0,45 um, Millipore),
previamente incubada em metanol por 5 minutos, em sistema semi-seco (TE PWR 77,
GE). No equipamento de transferéncia, o gel de acrilamida foi posicionado sobre a
membrana de PVDF e ambos foram acomodados entre folhas de papel filtro
(Whatman) umedecidas em tampé&o de transferéncia (apéndice B.20). A transferéncia
ocorreu a 0,81 mA/cm? de membrana por 1 hora e 15 minutos. Apés a transferéncia,
as membranas foram coradas em soluc¢do de DB71 (apéndice B.21) por 5 minutos sob
agitacao e foram marcadas quanto a posi¢cao do marcador molecular, além do inicio e
fim da corrida. As membranas foram, entdo, descoradas com solucéo de descoloracéo
2 (apéndice B.22) e foram lavadas com PBS-T (apéndice B.23) por 5 minutos. Apos a
lavagem, elas foram bloqueadas em PBS-GT (apéndice B.24) a temperatura ambiente
sob agitacdo. Passada 1 hora, foram feitas trés lavagens de 5 minutos cada com PBS-
T e as membranas foram, entdo, incubadas com soros anti-NcAct2o1-310, anti-NcADF,
anti-NcCAP ou anticorpo monoclonal anti-B-actina C4 (Santa Cruz Biotechnology),

diluidos em PBS-GT, por 18 horas a temperatura ambiente. As membranas foram
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lavadas novamente trés vezes por 5 minutos em PBS-T e incubadas com o anticorpo
secundario anti-camundongo conjugado a peroxidase (Anti-mouse IgG — whole
molecule — Peroxidase, antibody porduced in rabbit, da Sigma-Aldrich) diluido em
PBS-GT.

Para a revelacdo, as membranas foram expostas a mistura equivolumétrica dos
reagentes ativadores de peroxidase (Luminol, SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) em temperatura ambiente por 5
minutos. A quimioluminescéncia foi detectada por exposi¢cdo a filme radiografico
(Ortho CP-G Plus, AGFA) em um chassi radiografico (18 x 24 cm, GE). Apos
exposicao, o filme foi imerso por 1 minuto em solucao de revelacao (Exsil MX), seguido
de imersdo em agua e, por fim, 1 minuto de imersédo em solugéo de fixagcao (Exsil MX).

Os filmes foram escaneados em Image Scan.

3.9 Dot blot

Para o dot blot foram utilizadas membranas de PVDF e nitrocelulose. A
membrana de PVDF foi previamente incubada em metanol por 5 minutos. Sobre as
membranas foram colocados 10 pl de extrato total de N. caninum em tampao
desnaturante (tampao de amostra, apéndice B.16) ou ndo-desnaturante (sonicado em
tampéo de ligacdo sem imidazol, apéndice B.25) e elas foram incubadas até a
secagem das amostras. Apos secas, as membranas foram submetidas aos processos
anteriormente descritos para western blot de blogueio com PBS-GT e incubacéo com
concentragfes conhecidas de soro e anticorpo secundério, além da revelacdo por

guimioluminescéncia (item 3.8).

3.10 Ensaios Imunoenziméaticos — Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA)

3.10.1 ELISA sobre células integras

Em uma placa de 96 pocos (ELISA-Plate, Microlon, 96 W, flat-bott, medium
binding — Greiner Bio One), foram imobilizados taquizoitas integros de N. caninum
recém-purificados (1 x 10° taquizoitas por poco) ou de células Vero também integras

(5 x 10* células por poco) em pocos previamente tratados com poli-L-lisina (0,2
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mg/ml), ou ainda extrato total de N. caninum ou células Vero em ureia 8 M (12,5 pug/ml)
em 100 pl de tampao de sensibilizacdo (apéndice B.26) por 18 horas a temperatura
ambiente. Os pocgos foram, entéo, lavados trés vezes com PBS-T e bloqueados por
uma hora com 100 pl/pogco de PBS-GTe (apéndice B.27). Os pogos contendo
taquizoitas ou células Vero integros foram tratados por uma hora com 0,5% (v/v) de
Triton X-100 para permeabilizacdo. Em seguida, foram adicionados aos pocos 100
pl/poco das solugBes de soros diluidos em PBS-GTeg, sempre em duplicata, e
incubados por uma hora a 37°C. A incubacéo foi seguida de trés lavagens com PBS-
T. Como anticorpos secundarios foram utilizados anticorpos secundarios anti-
camundongo conjugados a peroxidase diluidos em PBS-GTe. Cada poco recebeu 100
ul das solucdes de anticorpo secundario e foi incubado a 37°C por uma hora, seguido
de trés lavagens com PBS-T. Apés as lavagens, foram adicionados a cada poc¢o 100
pl da solucdo de TMB (Pronto para uso, Invitrogen), incubados por 15 minutos a
temperatura ambiente, com isolamento luminoso. A reacdo foi interrompida pela
adicao de 100 pl de HCI 2 M. Em seguida, a placa foi analisada em 450 nm em leitor
de ELISA. Os resultados foram plotados em graficos.

3.10.2 ELISA sobre proteinas purificadas ou extrato total

Em uma placa de 96 pocos (ELISA-Plate, Microlon, 96 W, flat-bott, medium
binding — Greiner Bio One), foram imobilizados extrato total de N. caninum ou proteina
recombinante NCActzo01-310 (12,5 pg/ml e 1,25 pg/ml, respectivamente) em 100 pl de
tampédo de sensibilizacdo por 18 horas a temperatura ambiente. Os pocos foram,
entdo, lavados trés vezes com PBS-T e bloqueados por uma hora com 100 pl/poco de
PBS-GTe. A eles foram adicionados 100 pl/poco das solugbes de soros diluidos em
PBS-GTg, sempre em duplicata, e incubados por uma hora a 37°C. A incubacéo foi
seguida de trés lavagens com PBS-T. Como anticorpos secundarios foram utilizados
anticorpos anti-camundongo conjugado com peroxidase diluidos em PBS-GTe. Cada
poco recebeu 100 pl das solugbes de anticorpo secundario e foi incubado a 37°C por
uma hora, seguido de trés lavagens com PBS-T. Apdés as lavagens, foram adicionados
a cada poco 100 pl da solucdo de TMB, incubados por 15 minutos a temperatura
ambiente, com isolamento luminoso. A reacao foi interrompida pela adicao de 100 pl
de HCI 2 M. Em seguida, a placa foi analisada em 450 nm em leitor de ELISA. Os

resultados foram plotados em graficos.
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3.10.3 Andlises estatisticas

As analises dos resultados provenientes do ELISA foram feitas em software
GraphPad Prism 5.01 (Graph Pad, USA). Os resultados foram expressos como média
+ desvio padrdo e os grupos experimentais foram comparados utilizando analise de
variancia (ANOVA), além disso, valores entre diferentes amostras foram comparados
utilizando o teste multicomparacdo Bonferroni e significancia estatistica considerada

quando o nivel de erro estatistico foi menor que 5% (ou p<0,05).

3.11 Imunofluorescéncia

Foram realizados ensaios preliminares de imunofluorescéncia utilizando varias
diluicbes dos soros obtidos a partir das imunizagdes de camundongos: anti-NCcAct2o1-
310, anti-NCADF e anti-NcCAP.

Para a imunofluorescéncia, foram utilizados taquizoitas recém purificados. Os
taquizoitas foram imobilizados apds os tratamentos de fixacdo, permeabilizacédo e
incubacdo com anticorpos em laminas com pog¢os de aproximadamente 4 mm
demarcados com caneta hidrofébica (PAP pen, Sigma-Aldrich). Os taquizoitas foram
fixados com formaldeido (Sigma-Aldrich) 3,65% (v/v) diluido em PBS por uma hora a
temperatura ambiente. Apds fixacdo e trés lavagens com PBS 1X, foi adicionada
solucdo de permeabilizacdo (apéndice B.28), seguida de incubacédo de 1 hora a
temperatura ambiente. Apos mais trés lavagens, os taquizoitas foram bloqueados com
solucdo BSA-Glicina 10X (apéndice B.29) por 18 horas a 4 °C. Passadas as 18 horas,
os taquizoitas foram lavados trés vezes e incubados com varias diluicdes dos soros
anti-NcADF, anti-NcCAP ou anti-NcActzo1-310 em solugédo BSA-Glicina (apéndice B.30)
por 45 minutos a temperatura ambiente. ApGs outras trés lavagens, procedeu-se a
incubagdo com o anticorpo secundario anti-camundongo Alexa Fluor 488 (Molecular
Probes) a uma concentracdo de 5 pg/ml diluido em solu¢cdo BSA-Glicina em PBS por
30 minutos a temperatura ambiente. A marcacdo do nucleo foi feita com 0,5 uM de
iodeto de propideo (Santa Cruz Biotecnology) por 10 minutos a temperatura ambiente,
seguida de trés lavagens. Para finalizar, foram adicionadas gotas de glicerol 60% (v/v)
em PBS e a lamina foi coberta com laminula de 24 x 60 mm. As laminulas foram
seladas com esmalte para evitar a desidratagdo da amostra e as laminas finalizadas

foram armazenadas a 4 °C até a sua utilizagéo.
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Para a captacéo de imagens foi utilizado o microscopio confocal TCS-SP8 AOBS
(Leica Microsystems) do Laboratério de Microscopia Avancada, da FCFRP-USP. Os
procedimentos foram realizados a temperatura ambiente, utilizado uma objetiva de
63X com imersdo a 6leo e a aquisicao das imagens foi realizada com o laser Argdnio
488 nm para o Alexa Fluor 488 e HeNe 543 nm para o idodeto de propidio. As imagens
captadas foram processadas pelo software ImageJ 1.46r (National Institute of Health,
USA).

3.12 Espectrometria de massas (MALDI)
3.12.1 Banda contendo NcCAP recombinante e spots de SDS-PAGE 2-D

Uma banda visualizada em SDS-PAGE contendo NcCAP recombinante foi
recortada do gel e dividida em trés; essa banda foi, portanto, analisada como trés
amostras distintas. Além da banda, spots identificados por western blot a partir da
deteccdo por soros anti-NCADF e anti-NcCAP em géis SDS-PAGE 2-D contendo
extrato total de N. caninum foram excisados com auxilio de bisturi e submetidos a

descoloracéo, digestdo e dessalinizagao.

3.12.1.1 Descoloracao das bandas

Antes de realizar a digestao das proteinas presentes nas bandas e spots, estas
foram descoradas com solugéo de NH4HCOs (apéndice B.31). Inicialmente, as bandas
foram lavadas com 100 pl de agua Milli-Q. Ap6s 10 minutos, a agua foi aspirada. Esse
processo foi repetido uma vez mais. Feitas essas primeiras lavagens, os spots/bandas
foram incubados por 15 minutos com solu¢cdo de NH4HCOg3s, seguidas de incubacéo
de mesma duracdo com acetonitrila (ACN) 100%. As incubacdes com NH4HCOs e
ACN foram repetidas mais uma vez. Todas essas incubagdes foram realizadas em um
volume de 100 pl sob vigorosa e rapida agitacdo em vortex. A ACN tem a funcdo de
secar os fragmentos de gel de agarose e incubacbes com solugbes aquosas
alternadas com ACN realizam um “efeito esponja” nas bandas. Finalizada a ultima
incubacdo com ACN 100%, os tubos foram dispostos no concentrador a vacuo Speed

Vac (CentriVap Concentrator, Labconco) para secagem completa.
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3.12.1.2 Digestdo com tripsina

Para a digestao proteica, os spots/bandas foram incubados com 15 pl de tripsina
25 ng/ul (Promega) em solugédo de NHsHCOs3 a 37°C por 18 horas. Os peptideos foram
extraidos com solucao de extracdo (apéndice B.32) e o volume submetido ao ZipTip
C18 (Millipore) para dessalinizacao e secos em Speed Vac.

3.12.2 Analise por MALDI

Os peptideos secos foram enviados para analise por MALDI no laboratorio de
Espectrometria de Massas de Substancias Naturais e Sintética Bioativas do Prof. Dr.
Norberto Peporine Lopes (FCFRP-USP).

3.12.3 Anélise dos dados

Os dados obtidos foram analisados através de buscas nos bancos de dados
ToxoDB 28 e NCBI utilizando o software Mascot versao 2.6 (Matrix Science) e
parametros de tolerancia de massa para os peptideos precursores foi de 50 ppm e
para os fragmentos de ions 0.6 Da, permitindo duas clivagens perdidas. Como
modificacdo fixa, foi utilizada a carbomidometilagdo da cisteina e a oxidacdo da

metionina foi escolhida como modificacdo dinamica.

3.12.4 Caracterizacdo bioquimica
3.12.4.1 Preparacao de actina e NCADF

Actina liofilizada de musculo esquelético de coelho e actina liofilizada de musculo
de coelho marcada com pireno (N-(1pirenil) iodoacetamida) ou Pl-actina foram
adquiridos da Cytoskeleton, Inc. e reconstituidas como indicado pelo fornecedor.
Foram feitos estoques de actina (10 mg/ml), que foram aliquotados e armazenados
em fracOes de 20 ul a -70°C.

NcADF foi expressa e purificada em sua forma soluvel, seguida de dialise contra
tampéo de armazenamento (apéndice B.33) durante 18 horas a 4°C, com uma troca
de tampdo apds 2 horas. A quantificagdo da proteina recombinante foi feita em
espectrofotdmetro (Ultrospec 200, Pharmacia Biochem) a 280 nm usando cubeta de

quartzo com 1 cm de caminho 6tico e coeficiente de extingdo 13.980 M cm?,
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calculado em ProtParam ExPASy*? (GASTEIGER et al., 2005). A solucdo contendo a
proteina recombinante foi aliquotada em volumes de 800 ou 1500 pl e armazenada
em criotubos de 2 ml a -70°C. Antes do uso em ensaios bioquimicos, a solucdo de
NCcADF foi centrifugada a 105.000 x g (OptimaMAX, Beckman Coulter, rotor TLS-55)

por 20 minutos a 21°C para remover agregados.

3.12.4.2 Ensaio de cossedimentacéo

Actina foi diluida em tampé&o-G (apéndice C.1) e a solucgédo foi incubada em gelo
por 1 hora e ultracentrifugada a 53.600 x g por 20 minutos a 4°C (Optima MAX
Ultracentrifuge, Beckman, rotor TLS-55) para remover agragados. A polimerizacao de
actina foi induzida por 30 minutos a 22°C apés adicéo de 1/10 do volume de tampao-
F 10X (apéndice C.2). Em seguida, actina polimerizada (actina-F; 5 ou 10 pM) foi
incubada com varias concentracbes de NCADF em tampdo de sedimentacéo
(apéndice C.3) por 1 hora a 22°C. As reacdes foram ultracentrifugadas por 30 minutos
a 105.000 x g. O sobrenadante foi armazenado e o pellet foi lavado uma vez. Ao pellet
e sobrenadante foram adicionados volumes apropriados de tamp&o Laemmli 1X e
tampdo Laemmli 5X, respectivamente. Quantidades equivalentes de pellet e
sobrenadante foram submetidos a SDS-PAGE 12% e as imagens dos géis foram
feitas por uma camera Fujifilm Finepix S2000HD. As bandas foram quantificadas por

ImageJ 1.46r.

3.12.4.3 Cinética de actina
3.12.4.3.1 Polimerizacao

Para o ensaio de polimerizacdo de actina, foi utilizada 10% de Pl-actina (em
concentracdo total de 5 uM em 400 pl) incubada com 0-6 uM de NcADF por 10
minutos. Em seguida, foi adicionado o equivalente a 1/10 do volume da reacdo de ME
10X (apéndice C.4) para converséo de Ca-ATP-actina para Mg-ATP-actina, seguido
de incubacéo por 5 minutos. A polimerizacao de actina foi induzida com a adigéao de
KMEI 10X (apéndice C.5). A fluorescéncia foi medida em cubeta de quartzo a
temperatura ambiente por 3000 segundos usando excitacdo e emissao a 365 e 407

nm, respectivamente (LS 50 Perkin-Elmer Luminescence Spectrometer).

12 Acesso em: http://web.expasy.org/protparam/
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3.12.4.3.2 Despolimerizacéo

Para a despolimerizacdo, 20-25% de Pl-actina (10 uM) foi polimerizada em
presenca de sais apos adicdo de KMEI 10X e incubacé&o por 1 hora a 22°C. A reducéo
da fluorescéncia foi medida com os mesmos parametros utilizados no ensaio de
polimerizagao. A despolimerizagao foi induzida pela diluigdo de Pl-actina-F para 1 uM
em presenca de 0-10 uM de NcADF em KMEI ou para 0,1 uM em presenca de NCADF
em tampdo-G. A fluorescéncia foi medida em cubeta de quartzo a temperatura
ambiente por 2000 segundos usando excitacdo a 365 nm e emissdo a 407 nm (LS 50
Perkin-Elmer Luminescence Spectrometer). As constantes de velocidade foram
calculadas por ajuste de curvas de decaimento exponencial de uma fase em
GraphPad Prism 5.

3.12.4.4 Ensaio de queda de bola — viscosimetria de baixo cisalhamento

O ensaio de queda de bola foi realizado conforme descrito em MACIVER et al.,
1991 eilustrado na figura 10. Foram utilizadas concentragdes finais de 10 uM de actina
e 0-10 uM de NcADF. Ambas as proteinas foram misturadas em 180 pl de tampao-G
antes da adicéo de 20 pl de KMET 10X (apéndice C.10). As solucfes foram inseridas
em tubos capilares de vidro de 100 pl (Pyrex 100 pl, Corning), cujas bases foram
seladas com plasticina. Os tubos foram incubados por 1 hora a temperatura ambiente
(~22°C) e, em seguida, foram, um de cada vez, adicionados em um suporte levemente
inclinado a aproximadamente 30° com relacédo a base. Uma bola de aco foi colocada
na abertura superior do tubo capilar e o tempo que ela levou para percorrer 8 cm do
tubo foi marcado. Como controle, foram utilizadas concentragdes de 2,5 e 5 uM de
gelsolina. Os resultados foram mostrados como viscosidade normalizada (medida
como velocidade de queda da bola) para minimizar as diferencas entre as

preparacdes de actina.
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Figura 10. Esquema mostrando o ensaio de queda de bola (viscosimetria). Um capilar de 100 ul
totalmente preenchido com solugdo de actina polimerizada em presenca ou auséncia de NcADF foi
colocado no suporte, que apresenta uma inclinagédo de aproximadamente 30° e uma régua acoplada.
A bola de acgo foi colocada na parte superior do capilar e o tempo que ela levou para percorrer 8 cm foi
cronometrado.

3.12.4.5 Estado estacionario

Vérias concentracfes de Pl-actina-G a 10% (0,1 a 2 uM ou 0,1 a 5 uM) foram
misturados a concentracdes fixas de NCADF (10 uM) em tampéao-G. A polimerizagéo
de actina foi induzida por adigdo de KMEI 10X e incubagédo por 19 horas a 22°C. A
fluorescéncia foi medida usando 365 nm para excitacdo e 407 nm para emisséo (LS
50 Perkin-Elmer Luminescence Spectrometer). As linhas de tendéncia foram
determinadas no software Office Excel (Microsoft) e as equacfes geradas foram
utilizadas para determinacao da concentracgdo critica (Cc) de actina. Para determinar
Cc, foram determinadas as intersec¢Oes das linhas de tendéncia geradas pelas

condicBes testadas com as linhas de fluorescéncia basal ou de actina-G.

3.12.5 Interac&do com actina-G
3.12.5.1 Gel nativo

O estoque de actina foi diluido para 10 uM em tampé&o-G-Mg (apéndice C.7).
Actina associada a ATP (5 uM; Sigma-Aldrich) foi incubada com 0-20 uM NcADF em
tampao-G-Mg contendo 15% (v/v) de glicerol por 15 minutos a 22°C. Em seguida, 20

pl de cada reacdo foi submetida a PAGE nativo. Os géis foram corados com
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Coomassie G-250 (item 3.5.1). As imagens foram obtidas por Image Scanner

(Amersham Biosciences) e as bandas foram quantificadas por ImageJ 1.46r.

3.12.5.2 Gel bidimensional de ensaio de interagéo

Estoques de actina foram diluidos a 10 pM em tamp&o-G-Mg. ATP-actina-G (5
pM) foi incubada com 20 uM NcADF em tampéao-G-Mg contendo 15% (v/v) de glicerol
em volume total de 200 pl por 15 minutos a 22°C. Em seguida, a reacao foi submetida
a PAGE nativo, com descrito no item 3.5.2, porém com adicao de 0,2 mM de MgCl2,0,2
mM de ATP e 0,5 mM de DTT no tampéao de corrida e no gel. A reacao foi dividida em
pelo menos quatro pogos de corrida; em dois deles foram corridos 20 pl de reacgéo e
transferidas para membrana de PVDF (para western blot, item 3.8), outro (também
contendo 20 pl de reacéao) foi corado, enquanto que um poco maior, contendo 75 pl
da reacao, foi submetido a segunda dimensao de eletroforese. Este poco foi recortado
e acomodado sobre um gel desnaturante SDS-PAGE de 12,5% com gel de
empilhamento e selado com tampéao de selamento (apéndice C.8). Os géis foram
corados com Coomassie G-250 (item 3.5.1) e as imagens foram obtidas por Image

Scanner (Amersham Biosciences).

3.12.5.3 Inducédo quimica de formacéao de ligacdes cruzadas (cross-linking)

Interacdo proteina-proteina ocorre quando duas proteinas ou porcdes de
proteinas aproximam-se a uma curta distancia e, para ser significativa, é necessario
que a interacdo seja estruturalmente definida, ndo somente uma colisdo ao acaso
(KLUGER e ALAGIC, 2004). Agentes quimicos que promovem a formacéao de ligacdes
cruzadas entre proteinas sao utilizados em diversas estratégias de estudos de
interacdo proteina-proteina, principalmente quando essas interagfes sao fracas ou
transientes. A formacéo de ligacfes cruzados € um processo quimico que une duas
ou mais moléculas por ligagbes covalentes. Aqui, foram utilizados dois agentes
formadores de ligacOes cruzadas para avaliacdo de ligacado entre NCADF e actina-G
de coelho: o formaldeido e o EDC (etildimetilaminopropilcarbodiimida).

O formaldeido € um agente formador de ligagbes cruzadas bifuncional, ou seja,
contém dois sitios reativos por molécula. E uma molécula pequena, contendo apenas
quatro atomos, o que permite apresentar um brago espacador relativamente pequeno

(de 2,3 a 2,7 A). Pela sua facilidade em atravessar membranas, o formaldeido é
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frequentemente utilizado em histologia para fixacdo de tecidos e componentes
celulares.

O EDC é um formador de ligacbes cruzadas de distancia zero. Causa
conjugacao direta de carboxil (-COOH) a aminas primarias (-NH2), sem que faca parte,

no final da reacéo, da ligacdo amida formada entre as moléculas-alvo.

3.12.5.3.1 Formaldeido

A ligacdo entre NCADF e actina-G de coelho foi investigada utilizando-se
formaldeido como agente imobilizador de ligagbes cruzadas (NADEAU; CARLSON,
2007). Para isso, 70 pl de solugéo contendo 5 ou 10 uM de actina de coelho e 5 ou 10
UM de NcADF recombinante em tampao de interacdo (apéndice C.8) foram incubadas
a 22°C por 10 ou 30 minutos em presenca de 0,4, 2 ou 4% (p/v) de formaldeido (a
partir de solucado estoque de paraformaldeido 6% (p/v) em agua, pH 8,0). Apds
incubacdo, as reagbes foram finalizadas com adicdo de tamp&o Laemmli 4X e
submetidas a SDS-PAGE e western blot.

3.12.5.3.2 EDC (etildimetilaminopropilcarbodiimida)

Para utilizacdo de EDC como imobilizador de ligagbes cruzadas, foram feitas
reacoes de 70 pl contendo 5 uM de actina de coelho e 5 uM de NCADF recombinante
em tampao de interacdo. As reacdes foram incubadas a 22°C por 30 minutos e 0 EDC
(Sigma-Aldrich) recém solubilizado em agua foi adicionado a uma concentracéo final
de 2 mM na reacdo em dois momentos: 1 mM foi adicionado no tempo 0 e 1 mM foi
adicionado ap6s 15 minutos de incubacdo. Ap6s 30 minutos, a reacdo foi finalizada
com adicdo de 9 mM de glicina e, em seguida, as reacfes foram submentidas a SDS-
PAGE e western blot.
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4. RESULTADOS
4.1Fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF)
4.1.1Andlises in silico

Inicialmente, foi realizada uma busca em ToxoDB, no banco de dados de
Neospora caninum linhagem Liverpool, com a palavra-chave “actin depolimerizing
factor”. A partir dos resultados, foi selecionada uma proteina denominada “proteina
hipotética” (acesso: NCLIV_012510). Apesar da denominagao “proteina hipotética”,
esta proteina estava anotada como ortélogo ou paralogo de fatores de
despolimerizacéo de actina (ADF) de Toxoplasma gondii e Eimeria tenella.

NCLIV_012510 é numero de acesso para um gene localizado no cromossomo
FR823386, na posicdo 225683-227017 (-). Esse gene compreende uma sequéncia
gendmica de 1.335 pb e possui um intron. Apés splicing, 0 RNAm apresenta 357 pb.

A proteina predita codificada por esse gene apresenta 118 aminodcidos.

4.1.1.1 BLAST, dominios conservados e alinhamentos
4.1.1.1.1 NCLIV_012510

A busca em BLASTp, a partir da sequéncia proteica predita identificada por
NCLIV_012510, revelou homologia com diferentes fatores de despolimerizagédo de
actina (ADF) com identidade de ~90% com ADF de T. gondii e de 61 a 67% com ADFs
de vérias espécies de Eimeria. Além disso, os resultados da busca mostraram
dominios especificos de interface com actina-F e actina-G e que essa proteina
pertence a superfamilia ADF_gelsolina (figura 11). Através de uma andlise mais
detalhada dos dominios conservados dessa sequéncia em Pfam, observou-se a
presenca do dominio ADF-H (actin depolymerising factor homology domain ou
dominio de homologia de fator de despolimerizacdo de actina) compreendendo os
aminoacidos 9 ao 117 (pf00241). Segundo a literatura, o dominio ADF-H & um modulo
globular com capacidade de ligar-se a actina-G e actina-F que esta presente em varias
ABPs (POUKKULA et al., 2011) e assemelha-se ao dominio gelsolin fold encontrado
na proteina gelsolina (HATANAKA et al., 1996; MACIVER & HUSSEY, 2002).
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Conserved domains on [gi|325115899 |emb|CBZ51453|] view

hypothetical protein NCLIV_012510 [Neospora caninum Liverpool]
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Figura 11. Deteccédo de dominios conservados em NCLIV_012510. Print screen da tela ilustrando o
resultado da andlise por BLAST de proteinas (BLASTp) da sequéncia proteica predita cujo acesso é
identificado por NCLIV_012510 em ToxoDB. S&o mostrados os dominios conservados e de interface
com actina-G e actina-F desta sequéncia. A barra graduada mostra a sequéncia de aminoacidos.
Triangulos amarelos (na direcdo da seta verde) indicam sitios de interface (ligagao) com actina-G e
actina-F; retdngulo amarelos em fundo rosa indicam hits especificos e retadngulos bege em fundo azul
claro, hits inespecificos. A superfamilia est4 indicada no retangulo bege inferior.

A sequéncia NCLIV_012510 foi alinhada a ADF/cofilinas de diversas espécies
(figura 12) e, a partir das estatisticas do alinhamento, foi possivel observar que, dentre
as sequéncias analisadas, NCLIV_012510, como esperado, apresentou maior
identidade/similaridade com ADF de apicomplexas, como ADF de T. gondii (89/94%),
seguida de ADF de E. tenella (62/77%) e ADF1 de Plasmodium falciparum (36/58%)
(tabela 5). Dentre ADF/cofilinas de nao-apicomplexas, a proteina de acesso
NCLIV_012510 apresentou maior identidade e similaridade com actoforina de
Acanthamoeba castelanii, com 30 e 46%, respectivamente (tabela 5).

Os residuos de cofilina de Sacharomyces cerevisie responsaveis por interagao
com actina foram identificados por diferentes técnicas, mutagénese (LAPPALAINEN
et al., 1997) ou por Synchrotron protein footprinting (GUAN et al., 2002; figura 12,
triangulos pretos e vermelhos, e retangulo roxo). Foi possivel observar que as regides
de interacdo com actina-G sdo mais conservadas em NCLIV_012510, enquanto que
o sitio C-terminal, de ligacdo exclusiva com actina-F, encontra-se ausente, assim

como em ADF de outros organismos apicomplexas (figura 12).
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Figura 12. Alinhamento de sequéncias proteicas de ADF/cofilinas de organismos representativos
e estrutura secundaria de fator de despolimerizacédo de actina de Toxoplasma gondii. Sequéncias
alinhadas utilizando o algoritmo ClustalW. Alinhamento de estrutura secundaria realizado em ESPript.
As sequéncias alinhadas, pela ordem, sdo: ADF1 de Arabdopsis thaliana (AtADF, acesso AAC72407),
actoforina de Acanthamoeba castelanii (AcActophor, AAA02909), cofilina de Sacharomyces cerevisae
(ScCof, AAA13256), cofilina de Schizosaccaromyces pombe (SpCOF, CAB11258); ADF1 de Homo
sapiens (HsADF1, AAB28361); destrina de Bos taurus (BtDestrin, NM001015586); ADF de
Trypanosoma brucei (TbADF, XP_844108); ADFl1 de Plasmodium falciparum (PfADF1,
XP_001351592); ADF2 de P. falciparum (PfADF2, XP_001350325); ADF de Eimeria tenella (EtADF,
ABM89551); ADF de T. gondii (TgADF, AACA47717), ADF de Neospora caninum (NcADF,
XP_003881486). Aminoacidos destacados em preto representam identidade total e aminoéacidos
destacados em cinza representam similaridade entre as sequéncias. Tg = estrutura secundéaria de ADF
de T. gondii. Setas indicam folhas-beta; retangulos verdes indicam alfa-hélices. Os sitios
de ligagdo com actina identificados em S. cerevisiae estdo indicados com tridngulos sobre as
sequéncias alinhadas: nos tridngulos pretos, sitios identificados por mutagénese (LAPPALAINEN et
al., 1997); nos triangulos vermelhos, sitios identificados por Synchrotron protein footprinting (GUAN et
al., 2002). Residuos necessarios para ligagdo exclusiva com actina-F estdo destacados em retangulo
roxo.

Também foram feitas buscas por peptideo sinal na sequéncia proteica os quais
nao foram encontrados.
A partir das analises feitas com NCLIV_012510, foi possivel identifica-la como

pertencente a familia ADF/cofilina e foi denominada NcADF-.
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Tabela 5. Identidade/similaridade (%) ADF/cofilinas de diversas espécies. Valores obtidos a partir de alinhamento por ClustalW das sequéncias:
ADF1 de Arabdopsis thaliana (AtADF), actoforina de Acanthamoeba castelanii (AcActo), cofilina de Sacharomyces cerevisae (ScCof), cofilina de
Schizosaccaromyces pombe (SpCOF); ADF1 de Homo sapiens (HsSADF1); destrina de Bos taurus (BtDestrin); ADF de Trypanosoma brucei (TbADF);
ADF1 de Plasmodium falciparum (PfADF1); ADF2 de P. falciparum (PfADF2); ADF de Eimeria tenella (EtADF); ADF de Toxoplasma gondii (TJADF),
ADF de Neospora caninum (NcADF). Com grifo, identidade/similaridade entre NCADF e as outras quatro sequéncias.

Identidade/ ,
similaridade ACActo ScCOF SpCOF HsADF1 BtDestrin TbADF PfADF1  PfADF2 EtADF TgADF NCcADF

(%)

AtADF 45/62  34/57  35/60  26/46 26/46 24/52  20/41 32/54 28/48  33/48  31/48
AcActo - 40/68  46/67  29/51 29/51 29/54  23/44 31/51 30/46  29/46  30/46
ScCOF - - 58/76 ~ 28/48 28/48 34/58  21/43 28/46 27/44  28/42  28/42
SpCOF - - - 30/48 30/48 36/55  15/40 30/50 32/47  31/45  29/44
HsADF1 - - - - 100/100  22/42  19/33 20/38 24/36  23/35  23/36
BtDestrin - - - - - 22/42  19/33 20/38 24/36  23/35  23/36
TbADF - - - - - - 19/41 24/42 20/37  21/40  20/38
PfADF1 - - - - - - - 25/51 35/56  36/59  36/58
PfADE2 - - - - - - - - 28/50  27/47  27/47
EtADF - - - - - - - - - 61/78 62/77
89/94

TgADF B B i i B i i i i B
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4.1.1.2 Predicdo da estrutura terciaria de NCADF
4.1.1.2.1 Selecao e analise dos modelos estruturais

Apos busca através de BLASTp em PDB (Protein Data Bank — Banco de dados
de proteinas), foram selecionadas as cinco estruturas terciarias de ADF/cofilina com
maior valor-E: ADF de T. gondii (TQADF; acesso PDB: 2L72/2MOT), Actoforina de
Acantamoeba castelanii (AcActo; 1AHQ), Actoforina de Acanthamoeba polyphoga
(ApActo; 1CNU), ADF1 de Arabidopsis thaliana (AtADF1; 1F7S) e ADF1 de P.
falciparum (PfADF1; 3Q2B) (tabela 6).

Tabela 6. ADF/cofilinas selecionadas como potenciais modelos para predi¢cao estrutural de fator
de despolimerizagcédo de actina de Neospora caninum (NcADF). Modelos selecionados por BLASTp
para analise de viabilidade para utilizacdo em predicdo das estruturas de NCADF por modelagem
molecular baseada em homologia. aa = aminoacidos; PDB = Banco de dados de proteinas; Valor-E =
valor esperado, que representa parametro que descreve o numero de hits esperado ao acaso quando
buscada sequéncia de mesmo tamanho.

Identificagéo . . : Tamanho
PDB Proteina Organismo Cadeia (aa) Valor-E
2L72 / 2MOT ADF Toxoplasma gondii A 139 le-78
(TgADF) P g
Actoforina Acantamoeba
1AHQ (AcActo) castelanii & 137 le-26
Actoforina Acantamoeba
1CN A 137 -2
CNU (ApActo) polyphoga 3 T
ADF1 Arabidopsis
1F7 . A 1 4e-2
S (AtADF1) thaliana 39 €25
ADF1 Plasmodium
2B . A 124 4e-24
3Q (PfADF1) falciparum ©

Em seguida, para avaliar a similaridade das estruturas terciarias selecionadas,
com excecao de ApActo, por ser idéntica a AcActo, as quatro estruturas tiveram suas
sequéncias proteicas alinhadas pelo método ClustalW (figura 13). A sequéncia
proteica de TgADF obtida a partir do PDB continha uma cauda de histidina, que foi

marcada com traco vermelho (figura 13, TQADF).
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- 20 -
NCADF  : ==e=meccececccc—e——— RGH--ADBER : SO
TQADF RGN-~A R : 71
PEADF1 : ASTT-LTELY : 53
ACACLOLOri 1 = o o o oo o e e e e GPNATYEDEK : 52
AtADF1 QPIQTYEREA : 57
- 140 -
NCADF 3 R AT A¥ALEARENSE : 113
TgADF ATANALEAHEMGE : 134
PEADF1 iR TsviesaBE : 119
AcActofori : RQVEVQATDAARI : 123
AtADF1 (EIQVELQATDPTEM : 129
160

NCADF : :.asgA ————————— : 118
TgADF : RA-———————- s 139
PfADF1 : BABEK----—-——- : 124
AcActofori : SEDAVSERAEKKDVE : 137
AtADF1 : DLEFRSRAN---- : 139

Figura 13. Alinhamento de sequéncias proteicas de ADF/cofilina correspondentes aos modelos
estruturais selecionados. Foram alinhadas as sequéncias proteicas dos quatro modelos estruturais
depositados no PDB selecionados a partir de BLAST com NcADF. As sequéncias proteicas alinhadas
s&o: ADF de Neospora caninum (NcADF); ADF de Toxoplasma gondii (TJADF), acesso PDB 2L72;
ADF1 de Plasmodium falciparum (PfADF1), acesso: 3Q2B; Actoforina de Acantamoeba castelanii
(AcActofor), acesso: 1AHQ; ADF1 de Arabidopsis thaliana (AtADF1), acesso: 1F7S. Na linha vermelha,
cauda de histidina da sequéncia TgADF. Fundo preto indica identidade; fundo cinza indica similaridade
entre os aminoacidos.

As mesmas estruturas tiveram a relacdo identidade/similaridade entre si
avaliadas ap6s alinhamento multiplo (tabela 7). NCADF apresentou maiores valores
de identidade/similaridade com TgADF (91/95%) e menores com AcActo (33/51%).
Quanto a estrutura primaria, AcActo e AtADF1 apresentam menor identidade com
relacdo a NcADF, quando comparadas com TgADF e PfADF1 e maior identidade entre
si (tabela 7).

Tabela 7. Identidade/similaridade (%) entre os modelos de ADF selecionados por BLAST. Valores
obtidos a partir de alinhamento por ClustalW das sequéncias: ADF1 de Plasmodium falciparum
(PfADF1); Actoforina de Acantamoeba castelanii (AcActofor); ADF1 de Arabidopsis thaliana (AtADF1);
ADF de Toxoplasma gondii (TJADF). Com grifo, identidade/similaridade entre NCADF e as outras quatro
sequéncias.

dentidade/similaridade  TgADF ~ PfADFL1  AcActoforina  AtADF1
(%)
NCADF 91/95* 36/58 33/51 34/52
TgADF - 36/58 32/49 35/52
PTADF1 - - 22143 20/43
- : . 45/62

AcActoforina
*Valores obtidos a partir de alinhamento de sequéncia proteica sem cauda de histidina (ver figura 13).
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A similaridade entre estruturas secundarias dos moldes selecionadas foi
avaliada por alinhamento estrutural. As sequéncias primarias e secundarias de
TgADF, AcActof, AtADF1 e PfADF1 foram alinhadas (figura 14). As quatro estruturas
apresentam-se conservadas com relacdo a disposicéo de folhas-beta e alfa-hélices,
variando quanto ao tamanho dessas regides ao longo da sequéncia de aminoacidos

das diferentes proteinas (figura 14).
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B1 al B2 B3 1'%} B4 Bs o3 i

2L72.4 TT = 0000000000 . —> 000..0000...0 ——> ——> TT 000000000000000000 ——>
1280 A —> 0000000000000 > T.T 000000 TT  — —— TT 000000000 0000000 - —> TTT 000
1F75 4 —> 0000000000000 > 00000 T ———————> 7. T ——— TT 000000000000000 TT =.—» TT
3028 4 —> 0000000000000 * — 0000000000 —_— TT 0006£00000000000 * =k * 0000

1 1o 29 ) 19 509 60 80 9 119
2L72_A MAEEVGWHDEN[SVIZRIYNE LT RE|T . V| .. JIVVE|. KDIGKGNAD|. .EF|RG.|.|. ALPAND[MRFGVYpH. .. .......C PDNAPVEPRISITMEES|MD|A ATAVALERAHEMGD
1AHQ A |. .HYT2\WSPDDVIQKIFNE LIJLGH|. QHRYVTF KM 5 HV|GIGP . NA|TYE KSQLP .. .ERDMEMRYATIFPIYEFQVDG. . PDSAP|ITK|SKINMMTEIT D . EVIQIRITD A7
1F7s A 2R eMZWHDDMKLRIGLELIAKR|. THREIVYKI EVIGQP . IQIYEEFAACILP. . .ADEMERYATIYMFDFVTA . ENCQEKSKHSYF YT PDIAKNVRSKIIMEANSIMDRIFKIRELDE®IQV| . E[LIQRAITD [T
302B A MIFTRWYNDINMVITEIYNNMATRKTC .JGWITFVIQ.NCEI|IIHS|. K[GAST. .JILTELVQSIDKENNEIQMAYVVEI]. . . . v oo o 1 RE S SIN|ISRDRIITHARSIN0Q L TSIVILIE[S A[QD

Figura 14. Alinhamento estrutural de ADF/cofilinas selecionadas para modelagem molecular de fator de despolimerizacdo de actina de N. caninum
(NcADF). A estrutura de ADF de T. gondii (acesso 2L72) foi sumetida a andlise em ENDscript 2.0 e teve suas estruturas secudaria e primaria alinhadas com
actoforina de A. castelanii (LAHQ), ADF1 de A. thaliana (1F7S) e ADF1 de P. falciparum (3Q2B). B = fohas beta; a = alfa-hélices; TT = regides de volta. Letras
vermelhas indicam similaridade; letras de fundo el indicam identidade; quadro preenchido por amarelo indica similaridade entre os grupos.
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Para avaliar a similaridade entre as estruturas terciarias, foram obtidos os valores
de RMSD (desvio médio quadratico) para a posi¢cao dos carbonos alfa (Ca) (tabela 8).
Foi observado que uma maior identidade/similaridade entre as sequéncias primarias
ndo esta diretamente relacionada a uma maior similaridade entre as estruturas
terciarias. Por exemplo, com 20/43% de identidade/similaridade entre PfADF1 e
AtADF1 — menores valores dentre as proteinas analisadas —, o RMSD obtido foi 0,9 A
(tabelas 7 e 8). Além disso, a maior similaridade entre estruturas foi observada entre
AcActo e AtADF1, com valor de 0,722 A (tabela 8). O menor valor de RMSD entre as
proteinas analisadas foi entre AcActo e AtADF1 (0,722), enquanto que o maior foi
entre AcActo e TgADF, de 2,283 A (tabela 8).

Tabela 8. Valores do Desvio Médio Quadratico (RMSD) de carbonos-alfa (Ca) entre estruturas
terciarias selecionadas de ADF/cofilinas. Valores de RMSD obtidos ap6s alinhamento estrutural em
Pymol de estruturas PDB de ADF/cofilina selecionados 1F7S, 1AHQ, 3Q2B e 2L72, correspondendo a
ADF1 de Arabidopsis thaliana (AtADF1), Actoforina de Acantamoeba castelanii (AcActofor), ADF1 de
Plasmodium falciparum (PfADF1) e ADF de Toxoplasma gondii (TgQADF), respectivamente. Valores em

A.

RMSD (A)
1AHQ 1F7S 2L72
(AcActoforina) (AtADF1) (T9ADF)
3Q2B 1,497 0909 1885
(PfADF1)
1AHQ _ 0,722 2,283
(AcActoforina)
1F7S ) ) 2,081
(AtADF1)

A partir das andlises das estuturas selecionadas, foram utilizadas duas
metodologias para modelagem molecular baseada em homologia de NcADF. Uma
delas utilizando apenas TgJADF como molde, uma vez que esta apresentou identidade
maior que 90% com NcADF (tabela 7), e a outra realizando modelagem utilizando
multiplos moldes, considerando todas as estruturas selecionadas como molde para o
modelo de NCADF.
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4.1.1.2.2 Construcéo e validacdao inicial do modelos

Inicialmente, tanto através do tutorial basico (utilizando apenas um molde),
quanto do tutorial avancado (multiplos moldes), 25 modelos de NcADF foram gerados
para cada construcdo. Todos os modelos gerados foram avaliados quanto ao DOPE
(energia otimizada discreta da proteina) — potencial estatistico calculado pelo Modeller
ao final da modelagem para avaliar os modelos de proteina construidos —, e aqueles
com menor DOPE, ou seja, aqueles energeticamente favoraveis, foram
selecionadados em cada construcéo (figura 15). Dentre os modelos gerados a partir
de um anico molde (TgADF), aquele que apresentou o menor valor de DOPE foi o
modelo 11 (figura 15), que aqui foi denominado NcADF_11 béasico. Dos modelos
gerados por multiplos moldes (sendo eles: AcActof, AtADF1, TgADF e PfADF1),
aguele energicamente mais favoravel foi o modelo 25 (figura 15), aqui denominado
NcADF_25 avancado.

-11100+
-112004

-11300+
L

& -11400-
o
-11500-

-11600- 4

f

-11700 T . | | |
0 S 10 15 20 25

Modelo

Figura 15. Energia discreta otimizada da proteina (DOPE) para os modelos gerados em
modelagem molecular baseada em homologia do fator de despolimerizacdo de actina de
Neospora caninum (NcADF). Para cada modelo construido foi calculado o valor global de DOPE
através do software Modeller 9.12. Em circulos vermelhos (e), os valores de DOPE para os modelos
construidos a partir de Unico molde; em quadrados verdes (m), valores de DOPE para modelos gerados
a partir de multiplos moldes. Nas setas, os modelos com menor valor de DOPE de cada modalidade de
construcéo.
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ApoOs elecionados dois modelos energeticamente favoraveis dentre todos os
gerados em cada tutorial, ambos foram submetidos a novas anélises de qualidades
estereoquimicas das moléculas.

Inicialmente, os modelos NCADF_11_béasico e NCADF_25 avancado tiveram 0s
valores de DOPE por aminoacido comparados entre si. A partir do grafico da figura
16, é possivel observar algumas regides onde os valores de DOPE sdo menores em
NcADF_25 avancado, comparado com NcADF_11_basico, como dos aminoacidos
75 ao 85 (figura 16), regido que contém alguns residuos conservados descritos como
responsaveis para ligacdo com actina em levedura (figura 12). Porém, quando
analisados os aminoacidos de 110 a 118, NcADF_11 bdésico apresenta menor DOPE
(figura 16). Essa regido também apresenta, em levedura, residuo de ligagdo com
actina (GLU126, glutamato, em cofilina de S. cerevisiae), porém, esse residuo ndo é
conservado em NCADF (correspondente a SER112, serina; figura 12). Desse modo,
serdo considerados os valores globais de DOPE para comparacéo, apresentados na
figura 15, sendo -11520,10 para NcADF_11 béasico e -11581,07 para
NcADF_25 avancado; este Ultimo sendo, portanto, mais favoravel.

-0.028 T T T T T
R McADF 11 basico S
-0.03 | NcADF_25 avancado

-0.032 f .
-0.034 | / . AN =
-0.036 - . j — AW

-0.038 | 1 f \ __ || -

DOPE

-0.04 b\ f v \VY| | \
0042\ J o | | L]
-0.044 | i

-0.046 | \ -

-0.048 1 1 1 1 Il
0 20 40 60 B0 100 120

Residuo de aminoacido

Figura 16. Valores de energia otimizada discreta de proteina (DOPE) por residuo de aminoéacido
paraos modelos de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF) gerados
a partir de molde Unico ou multiplo. Os valores gerados apés modelagem por Modeller 9.12 foram
plotados usando o software GANUPLOT. Na linha vermelha, valores de DOPE por aminoacido de
NCcADF_11 basico; na linha verde, NcADF_25 avancado.
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Os modelos selecionados, que apresentaram menor DOPE global, também
foram avaliados quanto a confiabilidade do enovelamento por Verify 3D. Esse software
determina a compatibilidade do modelo de estrutura terciaria (3D) com os amino&cidos
da estrutura primaria (1D), classificando cada residuo conforme sua localiza¢do na
estrutura e ambiente quimico. O modelo NcADF_11 bésico apresentou 89% dos
aminoacidos com uma média 1D-3D acima de 0,2, enquanto que
NcADF_25 avancado apresentou 100%. Ambos foram considerados aprovados, pois
apresentaram valores maiores que 80% de residuos 1D-3D acima de 0,2.

Ao realizar avaliacdo por Molprobity, foram considerados o0s parametros
clashscore entre aminoacidos e Molprobity score. Para clashscore, sdo consideradas
sobreposicdes estéricas de 0,4 A ou mais entre dois atomos néo ligados entre si e o
valor gerado considera a situa¢ao global da proteina modelo, ou seja, essa pontuagao
avalia o choque entre cadeias laterais de aminoacidos. O Molprobity score considera
clashscore, rotameros e avaliacdo de Ramachandran, normalizadas para mesma
escala de resolucdo de raio-X. Os resultados das analises por Molprobity sdo gerados
pelo software em uma tabela, utilizando coloragdo vermelha/amarela/verde como
indicativo de qualidade; a cor vermelha indica ma qualidade, amarelo indica qualidade
intermediaria e verde, boa qualidade. NCADF_11 basico e NcADF_25 avancado
apresentaram clashscore de 62,29 e 63,95 sobreposicdes ruins (>0,4 A) por 1000
atomos, respectivamente; ambos os resultados foram mostrados associados a
coloracdo vermelha, indicando méa qualidade dos modelos nesse quesito (tabela 9).
Para valores de Molprobity score, esses modelos apresentaram valores de 3,04
(vermelho) para NcADF_11 basico e 2,63 (amarelo) para NcADF_25 avancado
(tabela 9).

Tabela 9. Avaliagdo dos modelos construidos de fator de despolimerizacdo de actina de N.
caninum. Os modelos gerados foram avaliados por Molprobity e Verify3D. A cor vermelha indica ma
gualidade e amarela indica qualidade intermediéria.

Verify3D Molprobity
Modelos % de residuos '
1D-3D acima de Resultado Clashscore* Molprobity
score
0,2
NcADF_11 basico 88,98 Aprovado
NcADF_25 avancado 100 Aprovado 263

* Valor atribuido ao nimero de sobreposicées ruins (>0,4 A) por 1000 4tomos.
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Para determinar a qualidade da estrutura dos modelos gerados, a distribuicdo
dos angulos phi (@) e psi (@) foi avaliada através do grafico de Ramachandran, gerado
por PROCHECK. Segundo Laskowski et al. (1994), um modelo € considerado
satisfatorio quando ao menos 90% dos residuos encontram-se em regides favoraveis.
Desse modo, NCADF_11 basico apresentou 99% dos residuos em regides favoraveis,
sendo 91,3% em regides mais favoraveis, 7,7% em regides adicionalmente
permitidas, 1% em regides generosamente permitidas (referente a ASNS56,
asparagina) e nenhum residuo em regidées nédo permitidas (tabela 10 e figura 17, A).
Ao analisar o modelo NcADF_25 avancado, observou-se que este também
apresentou 99% dos residuos em regides favoraveis, porém 97,1% estavam em
regibes mais favoraveis, 1,9% distribuidos em regifes adicionalmente permitidas e 1
% em regides ndo permitidas (tabela 10 e figura 17, B). Apesar de ambos os modelos
nao variarem na quantidade de residuos distribuidos em regifes favoraveis,
NcADF_25 avancado apresentou uma maior quantidade de residuos em regides mais
favoraveis do que NCADF_11 basico (tabela 10). Porém, NcADF_25 avancado
também apresentou 1% dos aminoacidos em regides néo favoraveis, relativo a ASP99

(aspartato; figura 17, B, na regido branca, em vermelho).

Tabela 10. Estatisticas dos graficos de Ramachandran para os modelos construidos de fator de
despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF). Os graficos de Ramachandran foram
obtidos apds analise em PROCHECK. Valores mostrados em porcentagem (%).

_ Modelos
Regides dos residuos .
NcADF_11 béasico NcADF_25 avangado

Mais favoraveis (%) 91,3 97,1
Adicionalmente permitidas (%) 7,7 1,9
Generosamente permitidas (%) 1,0 0,0

N&o permitidas (%) 0,0 1,0
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Figura 17. Graficos de Ramachandran para os modelos constuidos de fator de despolimerizacéo
de actina de Neospora caninum (NcADF). Gréficos obtidos por andlise em PROCHECK. Os gréficos
foram obtidos para os modelos NcADF_11 basico (A) e NcADF_25 avancado (B). Em vermelho,
regides permitidas; em amarelo, regides adicionalmente permitidas; em amarelo-claro, regides
generosamente permitidas; em branco, regibes nao-permitidas. Quadrado vermelho (m) indica
aminoacido em regido generosamente permitida ou nado-permitida. Sinais em preto indicam
aminoacidos em regides permitidas ou adicionalmente permitidas.

Considerando todos os parametros avaliados na validacdo dos modelos gerados
por modelagem baseada em homologia de NcCADF, aquele que se mostrou geometrica
e esteroquimicamente mais favoravel para seguir com as etapas da modelagem foi 0
modelo NCADF_25 avancado. Dentre as analises comparativas realizadas entre os
dois modelos selecionados, NcADF_25 avancado somente mostrou-se menos
favoravel que NCADF_11 basico em clashscore (tabela 8) e por apresentar 1% dos
aminoacidos em posicao ndo favoravel do grafico de Ramachandran (tabela 8). O
modelo NcADF_25 avancado foi utilizado, portanto, nas analises seguintes, enquanto

gue o modelo NcADF _11 bdésico foi descartado.

4.1.1.2.3 Refinamento e validacéao final do modelo

Para tentar melhorar a qualidade do modelo selecionado, considerando 0s
parametros avaliados anteriormente, NCADF_25 avancado foi submetido a
refinamento molecular por ModRefiner. Apés a obtencdo do modelo refinado, aqui

denominado NCADF_25 avancado_REF, as mesmas analises de validac&o descritas
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acima foram realizadas. O Unico parametro em que a molécula apresentou uma
relativa piora foi em residuos 1D-3D acima de 0,2, caindo de 100% (tabela 9) para
85,59% (tabela 11). Todavia, ainda considerado um resultado favoravel. Pelas
andlises realizadas em Molprobity, tanto clashscore, quanto Molprobity score,
mostram relativa melhora da estereoquimica da molécula refinada. O clashscore caiu
de 63,95 sobreposi¢cdes ruins por 1000 atomos, valor indicado como vermelho (tabela
13), para O (valor verde, tabela 11). Enquanto que a Molprobity score caiu de 2,63
(tabela 11), amarelo, para 0,51 (tabela 11), classificado como verde. Todos os valores

obtidos na validacéo apds refinamento foram, portanto, favoraveis.

Tabela 11. Validacdo dos modelos construidos de fator de despolimerizagdo de actina de N.
caninum (NcADF) apés refinamento. Os modelos gerados foram avaliados por Molprobity e Verify3D.
A cor vermelha indica méa qualidade e verde, boa qualidade.

Verify3D Molprobity
% de Resultado
Modelo : _ i
re5|dqos 1D Clashscore* Molprobity
3D acimade score
0,2
NcADF_25 avancado_REF 85,59 Aprovado 0 0,51

*Choque entre aminodcidos. Valor atribuido ao nimero de sobreposicdes ruins (>0,4 A) por 1000
atomos.

A distribuicdo dos angulos phi (y) e psi (¢) também foram avaliadas no modelo
NcADF_25 avancado REF. O grafico de Ramachandran mostrou que 99% dos
aminoacidos continuavam nas regifes favoraveis, mas agora com 95,2% nas regifes

mais favoraveis e 3,8% nas regides adicionalmente permitidas (tabela 12 e figura 18).

Tabela 12. Estatisticas dos graficos de Ramachandran para os modelos construidos de fator de
despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF) apds refinamento. Os gréficos de
Ramachandran foram obtidos apds analise em PROCHECK. Valores mostrados em porcentagem (%b).

Modelo
Regides NcADF_25 avancado_REF
Mais favoraveis (%) 95,2
Adicionalmente permitidas (%) 3,8
Generosamente permitidas (%) 1,0

N&o-permitidas (%) 0,0
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Apesar de uma ligeira queda na quantidade de aminoacidos em regides mais
favoraveis, quando comparado com os resultados de NcCADF_15 avancado (tabela
12), NcADF_15 avancado_REF ndo mais apresenta aminoacidos em regifes nao-
permitidas (tabela 12 e figura 18).

NcADF_25 avancado REF

180+ | -y 2

o

Psi (graus)

b

0 45 90 135 180
Phi (graus)

Figura 18. Grafico de Ramachandran para o modelos de fator de despolimerizacdo de actina de
Neosporacaninum (NcADF) apés refinamento. Grafico obtido por analise em PROCHECK. O gréfico
foi obtido para os modelos NcADF_25_avancado_REF. Em vermelho, regiées permitidas; em amarelo,
regides adicionalmente permitidas; em amarelo-claro, regides generosamente permitidas; em branco,
regides ndo-permitidas. Quadrado vermelho (m) indica aminoacido em regido generosamente permitida
ou nao-permitida. Sinais em preto indicam aminoacidos em regides permitidas ou adicionalmente
permitidas.

4.1.1.2.4 Descricao da estrutura NcADF_25_avancado_REF (NcADF)

A estrutura de NcADF resultante € formada por 5 folhas-beta e 3 alfa-hélices.
Sendo uma alfa-hélice seguida de dois pares de folhas-beta antiparalelas intercaladas
com uma alfa-hélice; ap6s o segundo par de folhas-beta, hd uma terceira alfa-hélice
antecedendo mais duas folhas-beta (figura 19, A). Na figura 19, a estrutura terciaria
de NcADF gerada foi mostrada em forma de cartoon e superficie. Os aminoacidos
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MET1 e ALA118 estao destacados em NcCADF para melhor visualizac&o da estrutura.
Observando a estrutura de NCADF gerada, fica evidente a auséncia do F-loop mais
pronunciado (figura 19, A, seta), quando comparada com estruturas terciarias de
ADF/cofilinas que apresentam esse F-loop de maior tamanho, como actoforina de
Acanthamoeba castelanii (figura 19, C, seta). O F-loop compreende a folha-beta 4 e
folha-beta 5, assim como a regido de transicdo entre elas, sendo atribuida aos
aminoacidos 73-81 (de actoforina) dessa regido a capacidade de ligar-se a actina-F
(POPE et al., 2000). Em NcADF, a regido exposta do pequeno F-loop € composta
pelos residuos GLY66 (glicina), ASN67 e LYS68 (lisina), aminoacidos hidrofébico,
polar e carregado, respectivamente. Dentre esses residuos, somente LYS68 é

conservada entre os modelos (figura 13).
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Figura 19. Estrutura terciaria de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum
(NcADF). Estrutura obtida por modelagem molecular baseada em homologia por Modeller 9.12 e
visualizada em Pymol. A) NcADF representada na forma de cartoon. B) Representacéo da superficie
de NcADF. Estruturas mostradas com giro de 180° entre si em relac&o ao eixo y. Primeiro (MET1) e
ultimo (ALA118) aminoacidos destacados em azul escuro e azul claro, respectivamente. C) Estrutura
terciaria de actoforina de Acanthamoeba castelanii (acesso: 1AHQ). Nas setas, o F-loop.

A partir da estrutura terciaria construida, foi realizado o célculo do potencial
eletrostatico de superficie de NcADF. O perfil de distribuicdo de carga esta
representado na figura 20, onde é possivel analisar as regifes de carga positiva
(azuis), negativa (vermelhas) e neutra (brancas) na superficie da molécula. Dos
aminoacidos que compdem a regido exposta do F-loop de NcCADF, ASN67 e LYS68

aparecem positivamente carregados, enquanto que GLY66 € negativamente

carregado (figura 20, setas e circulo).
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GLY6s ASNG67

Figura 20. Representagdo do potencial eletrostatico da superficie de fator de despolimerizacéo
de actina de Neospora caninum. O potencial eletrostético de superficie foi calculado através do
software APBS e visualizado em Pymol. Estruturas mostradas com giro de 180° entre si em relacdo ao
eixoy. Em vermelho, potencial negativo (-5 kT); em branco, potencial neutro; em azul, potencial positivo
(5 kT). Em magenta, & esquerda, NcCADF em formato cartoon. Nas setas e circulo verde, regido exposta
do F-loop: glicina 66 (GLY66; seta), asparagina 67 (ASN67; seta) e lisina 68 (LYS68; circulo verde).

4.1.2Clonagem e expressao

Para a clonagem de NcADF, foram delineados primers, conforme figura 21, o
gue resultou em uma sequéncia amplificada predita, a partir de cDNA, de 350 pb.

O cDNA, obtido por transcricdo reversa a partir de RNA extraido de N. caninum,
foi utilizado na PCR para amplificacdo da sequéncia NcADF (figura 21, A, poco 2, na
seta). Confirmadas as condi¢cdes de amplificacdo da sequéncia, o cDNA foi utilizado
novamente em PCR, agora com enzima High Fidelity (figura 21, B, poco 2, asterisco).
A enzima taq High Fidelity foi utilizada com objetivo de diminuir os erros de transcricao.

A patrtir das PCRs, foi possivel observar bandas de ~350 pb, como esperado.
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Figura 21. PCR de sequéncia codificadora de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora
caninum (NcADF). Géis de agarose 0,8% com resultados das PCRs de NCADF. A) PCR de NcADF.
Poco 1: marcador molecular; poco 2: amplificacdo de NcADF. Na seta, amplificacdo da regido
codificadora de NcADF, com ~350 pb. B) PCR de NcADF com enzima High Fidelity. Pogo 1: marcador
molecular; pogo 2: amplificacdo de NcADF; poco 3: controle negativo; reagdo sem cDNA. Em *,
amplificagdo de NcADF, com ~350 pb. Marcador molecular indicado & esquerda em pb.

O fragmento amplificado foi clonado em plasmideo pGEM-T Easy, que, em
seguida, foi submetido a digestdo, sendo detectado o fragmento de 350 pb, como
predito, a partir de trés colbnias de Escherichia coli TOP 10 analisadas (figura 22, no

asterisco).

pb

8000

;

1 2 3 4
§ #
75
50
*
25

Figura 22. Digestdo de pGEM-T Easy ligado em sequéncia codificadora de fator de
despolimerizacao de actina de Neospora caninum (NcADF) com enzimas BamH | e Hind Ill. Gel
de agarose 0,8%. Os minipreps provenientes de trés colénias transformadas com a ligacdo de NcADF
em pGEM foram digeridos com as enzimas de restricdo BamH | e Hind Ill. Pogo 1: marcador molecular;
poco 2: digestédo de pGEM ligado & NcADF proveniente de miniprep a partir de colénia 1; poco 3: igual
poco 2, porém proveniente de colbnia 2; poco 4: igual pocos 1 e 2, porém proveniente de coldnia 3. Em
* NcADF, com ~350 pb; Em #, pGEM, com ~3000 pb. Marcador molecular indicado a esquerda em pb.
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Apos clonagem em pGEM/pET e posterior digestdo do mesmo com BamH | e Hind
11, foi confirmada a presenca de inserto de ~350 pb em trés coldnias analisadas (figura

23, no asterisco).

Figura 23. Digestdo de pGEM/pET ligado em sequéncia codificadora de fator de despolimerizacéo
de actina de Neospora caninum (NcADF) com enzimas BamH | e Hind Ill. Gel de agarose 0,8%. Os
minipreps provenientes de trés colbnias transformadas com a ligagdo de NcCADF em pGEM/pET foram
digeridos com as enzimas de restricdo BamH | e Hind Ill. Pogo 1: marcador molecular; pogo 2: digestao
de pGEM/pET ligado a NcADF proveniente de miniprep a partir de colbnia 1; poco 3: igual poco 2,
porém proveniente de coldnia 2; po¢o 4: igual pocos 1 e 2, porém proveniente de coldnia 3. Em *,
NcADF, com ~300 pb; Em #, pGEM/pET, com ~3500 pb. Marcador molecular indicado a esquerda em
pb.

Foram feitas tentativas de expressédo de NcCADF em E. coli BL21, a 37° ou 27°C
(2 horas ou 6 horas, respectivamente) com 1 mM de IPTG. Como nao foi possivel
expressar NCADF recombinante a partir de clonagem em plasmideo pGEM/pET nas
condicdes testadas, o fragmento correspondente a sequéncia codificadora de NCADF
foi clonado em pET28a(+) e pET32a(+) para novas tentativas de expressao. Para isso,
o fragmento de regido codificadora de NcADF previamente isolado e clonado em
PGEM-T Easy foi digerido com BamH | e Hind lll, liberando fragmento de tamanho
compativel (350 pb) (figura 24, A), e clonado em plasmideos de expressdo pET28a(+)
ou pET32a(+). As clonagens nesses plasmideos de expressao foram confirmadas

apos digestdo com enzimas BamH | e Hind Il (figura 24, B e C).
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Figura 24. Digestao de pGEM-T Easy, pET28a(+) e pET32a(+) ligados a fragmento codificador de
fator de despolimerizagdo de actina de Neospora caninum (NcADF). Gel de agarose 0,8%.
Purificacbes de plasmideos (minipreps) provenientes de coldnias resultantes de transformacdes de
ligacdes de NCADF em pGEM-T easy (A), pET28a(+) (B) e pET32a(+) (C) digeridos com as enzimas
de restricdo BamH | e Hind 11l liberou fragmentos correspondente ao tamanho esperado de NcADF (350
pb). A) Digestdo de pGEM-T Easy. Poco 1: marcador molecular; pogo 2: resultado da digestédo. B)
Digestdo de pET28a(+) recombinante. Pogo 1: marcador molecular; pogo 2: resultado da digestdo. C)
Digestdo de pET32a(+) recombinante. Poco 1: marcador molecular; pogo 2: resultado da digestdo. Em
&, pGEM-T easy; em #, pET28a(+); em @, pET32a(+); em * fragmento de NcADF. Marcador
molecularindicado a esquerda em pb.

A identidade do inserto foi confirmada por sequenciamento dos plasmideos
recombinantes pGEM-T Easy, pET28a(+) e pET32a(+).

Apos ligacdo de NcADF nos referidos plasmideos de expresséo, os plasmideos
recombinantes pET28 NcADF e pET32_NcADF foram transformados em E. coli
BL21. Trés colbnias foram isoladas de cada transformacéo e submetidas a expressao
apos inducdo ou ndo com 1 mM de IPTG a 37 °C por 3 horas. As trés colbnias
provenientes da transformacéo de pET28_NCADF expressaram uma proteina de ~18
kDa (figura 25, A, pocos 2, 4 e 6; no asterisco), peso molecular compativel com o
predito de 12,9 kDa somado ao peso de ~5 kDa esperado com o0 acréscimo das
histidinas e regides complementares codificadas por pET28a(+). As trés colonias de
PET32_NcADF também expressaram proteina recombinante, sendo, como resultado,
visualizada uma proteina em ~32 kDa (figura 26, A, pocos 2, 4 e 6), 0 que também é
compativel com o peso molecular esperado, uma vez que pET32a(+) acrescenta uma
cauda de tioredoxina a proteina expressa, além das histidinas, com peso de ~18 kDa.
Nesse caso, também foi observada a expressdo de proteina recombinante nas

amostras nao induzidas com IPTG (figura 25, A, pogos 1, 3 e 5).
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Em seguida, foram realizados testes de solubilidade por sonicacdo em tampao
nao desnaturante Tris-HCI 100 mM do pellet de BL21 submetido a expressao, seguido
de sonicacdo em tampao desnaturante ureia 8 M (que solubiliza os corpos de
inclusdo). Foi possivel observar que NcCADF recombinante encontrou-se solubilizada,
em quantidades significativas, em tampao Tris-HCI 100 mM tanto quando expressa a
partir de pET28a(+) (figura 25, B, poco 2), como quando expressa a partir de
pET32a(+) (figura 26, B, poco 2).

kD 6 kDa
100 - 100 -
50 -
50 - 40-
40 -
30 -
30 -
25 -
25 -
B 20 -
20 -
* 15 -
15 -
10 -
NI | NI | NI | NI | NI |

Tris Ureia

Figura 25. Expresséo de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF) em
pET28a(+). Géis de acrilamida 12,5% corados com Coomassie G-250. Eletroforese de extratos de
cultura de E. coli BL21 obtidos por sonicagéo. As culturas foram submentidas a expresséo apos inducao
ou ndo por 1 mM de IPTG a 37°C por 3 horas. A) Trés col6nias de E. coli BL21 transformadas com
pET28a(+) recombinante foram isoladas e submetidas ou ndo a IPTG para expressdo. O extrato foi
obtido por sonicacdo com ureia 8 M. Pocos 1, 3 e 5: coldnias 1, 2 e 3 ndo induzidas com IPTG; e pog¢os
2, 4 e 6: colbnias 1, 2 e 3 induzidas com IPTG. Em *, banda de aproximadamente 18 kDa resultante da
expressdo. B) Colbnia 1 submetida & expresséo e sonicada com tampao Tris-HCI 100 mM, seguida de
sonicagdo em ureia 8 M. Poco 1: cultura ndo induzida com IPTG sonicada com Tris-HCI 100 mM; po¢o
2: cultura induzida com IPTG sonicada com Tris-HCI 100 mM; poco 3: cultura ndo induzida sonicada
com ureia 8 M; poco 4: cultura induzida sonicada com ureia 8 M. NI = cultura ndo induzida com IPTG;
| = cultura induzida com IPTG; Tris = cultura sonicada em tamp&o Tris-HCI 100 mM; Ureia = cultura
sonicada em ureia 8 M. Peso molecular indicado a esquerda em kDa.

Também foi realizada a expressao de NCADF recombinante nos dois plasmideos
de expressdo a 18°C por 18 horas, condicdo esta que, visualmente, permitiu
solubilizacdo da proteina em tampao nao desnaturante em quantidades um pouco

maiores do que a expresséo a 37° C (figura 26, C, poco 3).
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Figura 26. Expressao de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NCADF) em
pET32a(+). Géis de acrilamida 12,5% corados com Coomassie G-250. Eletroforese de extratos de
cultura de E. coli BL21 por sonicacdo. As culturas foram submetidas a expresséo ap6s indugéo ou ndo
por 1 mM de IPTG. A) Trés colbnias de E. coli BL21 transformadas com pET32a(+) recombinante foram
isoladas e submetidas ou ndo a IPTG por 3 horas a 37°C para expressao. O extrato foi obtido por
sonicagdo com ureia 8 M. Pogos 1, 3 e 5: colbnias 1, 2 e 3 ndo induzidas com IPTG; e pogos 2, 4 e 5:
colbnias induzidas com IPTG. Em *, banda de aproximadamente 32 kDa resultante da expressao. B)
Coldnia 1 submetida a expresséo por 3 horas a 37°C e sonicada com tampéo Tris-HCI 100 mM, seguida
de sonicagdo em ureia 8 M. Poco 1: cultura ndo induzida com IPTG sonicada com Tris-HCI 100 mM,;
poco 2: cultura induzida com IPTG sonicada com Tris-HCI 100 mM; poc¢o 3: cultura ndo induzida
sonicada com ureia 8 M; poco 4: cultura induzida sonicada com ureia 8 M. C) Colbnia 1 submetida &
expressdo por 18 horas a 18°C e sonicada com tampéo Tris-HCI 100 mM, seguida de sonicagdo em
ureia 8 M. Poco 1: cultura ndo induzida com IPTG e sonicada com Tris-HCI 100 mM; poc¢o 2: cultura
ndo induzida e sonicada com ureia 8 M; poco 3: cultura induzida e sonicada com Tris-HCI 100 mM;
poco 4: cultura induzida e sonicada com ureia 8 M. NI = cultura ndo induzida com IPTG; | = cultura
induzida com IPTG; Tris = cultura sonicada em tampao Tris-HCI| 100 mM; Ureia = cultura sonicada em
ureia 8 M. Peso molecular indicado a esquerda em kDa.

Apbs expressao da proteina recombinante NCADF em pET32a(+) e pET28a(+)
a 18°C por 18 horas, a purificacdo em resina de Ni*? foi realizada (figura 27). Em
pET32a(+), NcADF recombinante foi purificada em condi¢cées desnaturantes (ureia 8
M, figura 27, A) e ndo desnaturantes (tampao de ligacao, figura 27, C). A proteina
expressa a partir de pET28a(+), foi purificada somente em tampé&o nao desnaturante
(figura 27, B). A afinidade das recombinantes pela resina de Ni*?> mostrou que foram
expressas com cauda de histidina, como esperado, apesar da pureza das aliquotas
eluidas ndo ser a ideal, pois apresentaram algumas bandas nao especificas além da
banda representada pela proteina recombinante. As condi¢bes de purificacdo da
proteina recombinante NCADF em tampao ndo desnaturante (figura 27, A e B) foram

aprimoradas em ensaios mostrados a seguir. A proteina em tampao ureia 8 M
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purificada foi utilizada para imunizacao de camundongos para a obtencao de anticorpo

policlonal anti-NcADF.

A) B) C)
KD 3 kDa 6 kDa

100 - 51 100 -
70-
28: 50 -
' # 40 -
30 -

35-
25 - 1 _

20 - :
t:! 15 -

Ed. EL P 10 -

w

S
|
”_;

100 -

50 -
40 -

30 -

25 -
20 -

-

N
[$)]
1Hae g -

e N -
|
Frwm
it
‘ -

ET FT P1 P1
ET FT P1 P2 P3 P4

Figura 27. Purificacdo em resina de niquel de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora
caninum (NcADF) recombinante. Géis de acrilamida 12,5% corados com Coomassie G-250. NCADF
recombinantes obtidos a partir de expressdo em pET32a(+) e pET28a(+) foram purificados em resina
de niquel. A) Proteina NcADF recombinante expressa em pET32a(+) a 18°C por 18 horas e purificada
a partir de extrato em ureia 8 M. Pocgo 1: extrato total de E. coli BL21 em ureia 8 M pH 8,0; poco 2: flow
through. Extrato total apds passagem pela resina de niquel; poco 3: proteina recombinante purificada
eluida em ureia 8M pH 4,5. Em #, proteina NcADF recombinante. B) Proteina NCADF recombinante
expressa em pET28a(+) a 18°C por 18 horas e purificada a partir de extrato em tampéo de ligagcéo
(apéndice B.2). Poco 1: extrato total de E. coli BL21 em tamp&o de ligacéo; poco 2: flow through (extrato
total apds passagem pela resina de niquel); pocos 3 a 6: proteina recombinante eluida em tampao de
eluicdo. Em *, proteina NcADF recombinante. C) Proteina NcADF recombinante expressa em
pPET32a(+) a 18°C por 18 horas e purificada a partir de extrato em tampéao de ligacdo. Em &, proteina
NCcADF recombinante. E.T. = extrato total. F.T. = flow through. P = proteina recombinante eluida. U =
extrato total em ureia. Peso molecular indicado a esquerda em kDa.

4.1.2.1 Clonagem e purificacdo de NCADF recombinante soluvel

A padronizacdo das condi¢des para purificacdo de NCADF solavel foi realizada
na Universidade de Edimburgo e, para que a expresséo fosse possivel, o plasmideo
NcADF_pET28 foi transportado da Universidade de Sao Paulo até Edimburgo ligados
em colunas de miniprep, uma vez que que tentativas de transformacéo quimica em E.
coli JM101 a partir da eluicdo dos plasmideos transportados em papel filtro foram
realizadas sem sucesso.

Os plasmideos foram inicialmente transformados em células JM101 e purificados
por lise alcalina seguida de precipitacdo do DNA com isopropanol, evitando o uso de

colunas de miniprep que, apesar de eficientes na purificagdo da amostra,
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comprometem a quantidade de DNA recuperada. Os plasmideos purificados a partir
de precipitacdo com isopropanol foram transformadas em células BL21, resultando
em col6nias, que foram isoladas em meio LB seletivo.

Antes que NCADF recombinante fosse adequadamente expressa, algumas
condicGes de expressao, extracao e purificacdo foram testadas. Inicialmente, quatro
colonias foram testadas para expressdo de NCADF utilizando-se as seguintes
condicdes: 5 ml de meio LB, 1 mM IPTG a 37°C por 3 horas. ApOs a expressao, as
células foram lisadas por sonicacdo usando baixa amplitude (maximo de 5 microns).
Quando os extratos foram submetidos a SDS-PAGE, a quantidade de proteina
recombinante observada era muito pequena assim como a de proteinas totais. Esse
resultado indicou uma necessidade de otimizac&do das condi¢cfes de lise celular. Para
isso, a expressao foi feita novamente utilizando agora apenas um clone; as células
foram lisadas com sonicagédo em alta amplitude (13 microns), seguida de cinco etapas
de congelamento e descongelamento em gelo seco. Essa modificacdo na etapa de
lise resultou em uma maior quantidade de proteinas totais, observadas em SDS-
PAGE (ndo mostrado).

Com o objetivo de tentar aumentar ainda mais a quantidade de proteina
recombinante solUvel expressa, o protocolo de expresséo foi otimizado novamente.
Para isso, foram testadas algumas condi¢cdes como alteracdo de temperatura e do
meio. Apesar dessas condi¢gOes terem sido otimizadas anteriormente (figura 27),
houve uma nova necessidade de avaliar as condicOes a temperaturas acima dos 18°C
anteriormente estabelecidos para expressao solluvel, uma vez que nao havia acesso
a um agitador com temperaturas controladas abaixo da temperatura ambiente. Desse
modo, foi utilizado, para expressao, um meio mais rico que o LB, o meio TB, e
temperatura controlada a 27°C ou temperatura ambiente, de aproximadamente 22°C.

Visando aumentar a proporcéo entre NCADF recombinante sollavel e insolavel,
foi realizado um teste de expressao com adi¢ao de etanol ao meio de cultura. Ao meio
TB, foram adicionados 0-10% de etanol e a expresséao foi conduzida a 27°C por 18
horas em presenca de 0,2 mM de IPTG. Nas condi¢des testadas, o etanol nao foi
capaz de aumentar a quantidade de proteina recombinante solivel em relacdo a
guantidade de proteina solubilizada em ureia 8 M (figura 28). Além disso, em altas
concentracdes, o etanol inibiu o crescimento das bactérias (figura 28, pocos 4 e 5, 8
e 9).
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Figura 28. Teste de solubilizacdo de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum
(NcADF) recombinante. SDS-PAGE 12% corado com Coomassie R-250. NcCADF recombinante
expressa em E. coli BL21 em meio TB a 27°C com 0,2 mM IPTG em presenca de 0, 3, 5 ou 10% de
etanol; as células foram lisadas por sonicacdo em tampéo de solubilizagdo 1 (apéndice B.4), seguida
de sonicagdo em tampdo ureia 8 M. Poco 1. E. coli BL21 ndo transformada com plasmideo
NcADF_pET28 sonicada em tampé&o de solubilizagédo 1; pocos 2 a 6: E. coli BL21 transformada com
NcADF_pET28 submetidas a expressdo em presenca de 0, 3, 5 e 10% de etanol, respectivamente, e
sonicadas em tampéo de solubilizagéo 1; pocos 6 a 9: Pellets resultantes das amostras dos pocos 2 a
5, agora sonicados em ureia. C = amostra controle (BL21 ndo transformada com NCADF_pET28). Em
* NcADF recombinante. Peso molecular indicado a esquerda em kDa.

A proteina recombinante NcADF foi purificada em coluna contendo resina de Ni*?
apos expressao em 500 ml de meio TB, temperatura ambiente, 0,2 mM de IPTG e
extracdo em tampao de solubilizacdo 2 (apéndice B.5), tamponado com Tris 50 mM,
e com adicao de glicerol e Triton X-100, para aumentar a estabilidade da proteina em
solugcdo e extrair maior quantidade de proteina durante a lise, respectivamente.
Apesar de haver pouca quantidade de proteina recombinante no gel (figura 29), notou-
se, visualmente, logo apos a eluicdo da resina, a precipitacdo da proteina em solucéo;
as aliquotas tornaram-se turvas. Esse comportamento da proteina recombinante,
nessas condi¢des de purificacdo, indicou a necessidade da busca de novas condicfes

que permitissem uma estabilidade maior da proteina em solucao.
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ET FT P1 P2 P3 P4 P5

Figura 29. Purificagdo da proteina recombinante fator de despolimerizacdo de actina de
Neospora caninum (NcADF). SDS-PAGE 12% corado com Coomassie R-250. Proteina recombinante
foi expressa em E. coli BL21 (DE3) em 500 ml de meio TB por 18 horas em presenca de 200 nM de
IPTG a temperatura ambiente (~22°C). Po¢o 1: as células BL21 foram lisadas em tampdo de
solubilizagdo 2, pogo 2: flow through; pocos 3 a 7: aliquotas foram coletadas ap6s eluigdo em tampao
de eluicdo. Em *, proteina recombinante NCADF. E.T. = extrato total; F.T. = flow through; P1-P5 =
proteina recombinante eluida, aliquotas 1-5 Peso molecular indicado a esquerda em kDa.

As novas condicOes testadas em seguida levaram em consideracdo o0s
componentes do tampé&o de solubilizagdo, o pH desse tampéo e a presenca de EDTA
apos a eluicdo da proteina purificada da coluna de Ni*2.

Quando NcADF foi expressa nas mesmas condicdes citadas acima e as células
foram lisadas em tampéao de solubilizacdo 2, também houve precipitacdo da proteina
recombinante imediatamente ap0s purificacdo. Foi, entdo, adicionado as aliquotas
recém eluidas 1 mM de EDTA, com objetivo de quelar os ions de niquel desprendidos
da resina para a solucdo contendo a proteina purificada, uma vez que a afinidade
desses ions pelas caudas de histidina associadas as proteinas poderia estar levando
a formacao de agregados. A presenca de EDTA retardou a precipitacdo da proteina,
gue nado ocorreu imediatamente. Todavia, foi observada precipitacdo apos 48 horas
de congelamento a -20°C.

Com objetivo de evitar qualquer precipitagdo da proteina recombinante, o pH do
tampao de lise foi modificado para 7,0, uma vez que que o pl tedrico de NCADF
recombinante foi estimado em 8,7. A proteina NCADF foi expressa nas mesmas
condi¢des anteriormente citadas, porém a lise foi realizada em presenca de tampéao P

(apéndice B.6), sendo idéntico ao tampao de solubilizacdo 2, porém com pH mais
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acido (pH de 8,0 para 7,0). A eluicdo também foi feita em presenca de EDTA e DTT,
e foi observada uma estabilidade da proteina nessas condicoes.

Para uso posterior, foi realizada tentativa de dialise da proteina recombinante em
tampéo-G (apéndice C.1), a ser utilizado nos ensaios bioquimicos para solubilizagcédo
de NcADF, porém houve precipitacdo da proteina dentro do tubo de dialise. A didlise
foi realizada, portanto, contra tampéo de composicéo proxima a do tampéao P, porém
com menor concentragdo de alguns componentes que pudessem, em altas
concentracdes, gerar interferéncia nos ensaios posteriores. A figura 30 mostra a
proteina NCADF recombinante expressa e purificada, apos dialise em tampé&o de

armazenamento.

2 3

62.2- """
4 H
35- - |

F!l

18.4-- S S NcADF
. “-

14.4- S

Figura 30. Expresséo e purificag@o da proteina recombinante fator de despolimerizagéo de actina
de Neospora caninum (NcADF) solavel. Proteina recombinante foi expressa em E. coli BL21 (DE3)
em 500 ml de meio TB por 18 horas em presenca de 200 nM de IPTG a temperatura ambiente (~22°C).
Poco 1: ap6s expressao, as células BL21 foram lisadas em tamp&o-P; poco 2: flow through; poco 3: a
solugdo eluida foi dializada por pelo menos 18 horas contra tampdo de armazenamento. Peso
molecular indicado a esquerda em kDa.

4.1.3Deteccdao e localizacdo de NCADF

A partir da proteina recombinante NCADF expressa em pET32a(+),
camundongos foram imunizados. Apds exsanguinagao, os soros foram isolados. O
soro aqui denominado anti-NcADF € composto por uma mistura equivolumétrica dos
soros contendo o0s anticorpos policlonais provenientes de todos 0s animais

imunizados com NcADF.
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4.1.3.1 Deteccédo de NcCADF recombinante e nativa

O soro anti-NcADF obtido foi utilizado, inicialmente, para identificacdo de NCADF
recombinante expressa em pET32a(+) (NCADF_pET32), mesma forma utilizada para
imunizacdo. O mesmo soro foi utilizado também para identificacdo de NCADF
expressa em pET28a(+) (NCADF_pET28) e purificada em sua forma sollvel, assim
como para deteccdo de NCADF endogena a partir de extrato total de N. caninum.
Ambas as formas recombinantes foram detectadas pelo soro anti-NcADF (figura 31,
A e B). NcADF_pET32 foi detectada como uma banda mais intensa de ~35 kDa e
outra de ~70 kDa, podendo esta ser resultado de dimerizacdo da proteina
recombinante (figura 31, A); NCADF_pET28 foi detectada com ~18 kDa (figura 31, B).
A utilizacdo do soro em concentracdo 1:15.000 contra extrato total de N. caninum
detectou trés bandas de ~25, ~20 e ~14 kDa (figura 31, C). Considerando que o peso
molecular predito para NCADF é de 12,9 kDa, a banda de ~14 kDa (figura 31, C,

asterisco) seria a candidata mais indicada a corresponder a proteina buscada.

A) B) C)
kDa kDa kDa
100 - 100 -
70 - 70 - 50 -
i 50 - 40 -
50 . 35 -
40 - -
25 -
35 - 35 -
25 - =k 15 -
*
15 - 15
10 -
10 - 10 -
NcADF NCADF ET
(PET32) (PET28)

Figura 31. Deteccdo de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF).
Western blot utilizando soro anti-NCADF e anticorpo secundario em concentracdo 1:10.000. Filme
autorradiogréfico a partir de transferéncia de conteddo de SDS-PAGE. A) SDS-PAGE 15%. NcADF
recombinante expressa em pET32a(+). Soro anti-NcADF 1:200.000. B) SDS-PAGE 12,5%. NcADF
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recombinante expressa em pET28a(+) na forma sollvel. Soro anti-NcADF 1:15.000 C) SDS-PAGE
15%. Extrato total de N. caninum em tampao de amostra. Soro anti-NcADF 1:15.000. Em *, banda com
peso molecular préximo ao predito para NcCADF. Peso molecular indicado a esquerda em kDa.

4.1.3.2 SDS-PAGE 2-D

O extrato total de N. caninum em tampéao desnaturante foi submetido a SDS-
PAGE 2-D como mais uma ferramenta de caracterizacdo de NCADF enddgena através
de western blot e espectrometria de massas. Duas strips foram submetidas a SDS-
PAGE em paralelo. Um dos géis foi corado com Coomassie G-250 e 0 outro teve seu
conteudo transferido para membrana de PVDF, para realizacdo de western blot com
soro anti-NcADF 1:15.000. Foram observados oito spots marcados com soro anti-
NCcADF (figura 32, B). Os spots estavam distribuidos em trés pesos moleculares: de
~15, 25 e 35 kDa; o pl dos spots de ~35 kDa variaram de 6 a 7,1, enquanto 0s spots
de ~25 kDa apresentaram valores de pl entre 5,6 e 6,1. O spot de ~15 kDa, mostrou
pl de 6. O pl foi calculado através do grafico da figura 32, C. A partir da localizagédo
mostrada pelo western blot, os spots foram localizados no gel corado e sinalizados na
figura 32A, conforme a figura 32B. Como controle, extrato total de células Vero
equivalente a uma garrafa pequena de cultura foi utilizado em western blot 2-D com
soro anti-NcADF, nas mesmas condi¢cdes descritas acima, e nao foram detectados

spots (ndo mostados).
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Figura 32. Deteccdo de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF)
enddgeno por padré@o bidimensional. SDS-PAGE 12,5% e strip 3-11 n&o linear (NL). Extrato total
de N. caninum em tampao de amostra contendo 5 x 107 taquizoitas foi submetido a SDS-PAGE 2-D. A)
SDS-PAGE 2D. Gel corado com Coomassie G-250. B) Western blot. Imunolocalizagdo com soro anti-
NCcADF 1:15.000 e anticorpo secundario anti-camundongo 1:10.000. C) Grafico utilizado para calculo
de pl a partir de strip 3-11 NL. Gréfico extraido do Manual Data File 2-D Electrophoresis — Immaobiline
DryStrips Gel (Amersham Biosciences). Nas setas, spots indentificados por western blot. Peso
molecular indicado a esquerda em kDa em A e B.

4.1.3.2.1 Identificacdo dos spots

Os oito spots de SDS-PAGE 2-D correspondentes aqueles detectados por soro
anti-NcADF em western blot (figura 32, A) foram submetidos a espectrometria de
massas para identificagdo das proteinas. Os resultados de MS/MS foram buscados
em bancos de dados ToxoDB e NCBI. Dos oito spots, apenas quatro puderam ser
identificados (tabela 13). Dentre os spots identificados, o de nimero 8 correspondeu
ao acesso NCLIV_012510, de NcADF (tabela 13). Desse modo, foi possivel confirmar

a deteccdo de NcCADF enddgena pelo soro anti-NcADF.
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Tabela 13. Peptideos identificados por espectrometria de massas (MS/MS) a partir dos spots de
SDS-PAGE correspondentes a deteccdo de proteinas com soro anti-NcADF. As buscas foram
feitas em ToxoDB 28 e NCBI. Em negrito, a identificagcdo de fator de despolimerizacdo de actina
(NCADF).

Busca ToxoDB

Busca NCBI
Spot Peptideo 28 ifi 5 Score
P P (Identificagéo e (Identificacdo e
acesso)
acesso)
NCLIV_046770
(putative
R.GSEAASAPYPVSEESTGGGAQDAPETDAR.G transmembrane
R.GSEAASAPYPVSEESTGGGAQDAPETDAR.G amino acid - 36
K.SCVCLCLLPVLMLALAMDK.A transporter — N.
caninum)
Al
E18064_360179
-.MLSNIDSIPTLTNVNYDGQK.V ) (proteina hipotética
M.LSNIDSIPTLTNVNYDGQKVIDLMK.Q de Elizabethkingia
M.LSNIDSIPTLTNVNYDGQKVIDLMK.Q anophelis)
NCLIV_025240
(putative Gbplp
A3 R.ADVFEDFQGR.S protein — N. - 37
caninum)
NCLIV_025450
s K.NMITGAAQMDGAILVVSAYDGPMPQTR.E (putative ) 33
R.VEQGTAKMNEAVEIVGGR.E elongation factor
Tu — N. caninum)
NCLIV_012510
A8 R.FGVYDCGNK | (Bfgtoetirr']ef'lc\lal ] 101
K.IQFVLWCPDNAPVKPR.M =
caninum;
NCADF)

4.1.3.3 Avaliacéo de reatividade do soro anti-NcADF contra NcADF soluvel

A reatividade do soro-anti NcADF foi testada contra pET28_NcADF por ELISA,
uma vez que a utilizacdo desse soro contra NCADF solavel também foi utilizada em
ensaios onde foi necessaria deteccdo dessa proteina. Essa avaliagcéo foi necesséria,
considerando que o soro foi obtido a partir de NCADF expressa em pET32a(+) e
desnaturada. O soro anti-NcCAP (ver item 4.2) foi utilizado como controle.

Para avaliar a reatividade contra NCADF soluvel, foi realizado ELISA, onde
foram imobilizados 100 pl de solucédo de NCADF a 2 uM em placa de 96 pocos. O soro
anti-NcADF foi utilizado em concentragfes de 1:250 a 1:8.000 (figura 33, A,Be C) e
visualizado apdés uso de anticorpo secundario associado a peroxidase em
concentracdes de 1:5.000 (figura 33, A), 1:10.000 (figura 33, B) ou 1:20.000 (figura
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33, C). Como controle, soro anti-NcCAP também foi testado contra NCADF (figura 33).
Apesar da esperada reacdo cruzada entre soro anti-NcCAP contra NCADF
recombinante, uma vez que a imunizacdo dos camundongos tanto com NCcADF,
quanto com NcCAP foi feita utilizando proteinas recombinantes contendo cauda de
histidina e tioredoxina, a deteccdo foi mais acentuada quando soro especifico anti-
NCcADF foi utilizado (figura 33). As diferencas foram significativas quando os soros
foram utilizados em maiores concentracées em todas as concentragcdes de anticorpo
secundério testadas (figura 33, A, B e C). Desse modo, o soro anti-NcADF gerado
contra NCADF expressa em pET32a(+) e desnaturada mostrou-se reativo e especifico

contra NCADF expressa em pET28a(+) e em forma ndo desnaturada (figura 33, D).

A , B L
) Secundario 1:5.000 ) Secundario 1:10.000
4 259 =
. _
o 2.0 L
KE e * [ anti-NcADF ’ m [ anti-NcADF
e, o @ anti-NcCAP = D anti-NcCAP
o
c 1.54
@ * —
L 2 —
(o] *
8 — 1.0+ |*\
< n
H HH H N H HH H
0 T T T T Iﬂ |“II:| 00 T T T T II-Y-| I_IIH
1:250  1:500  1:1000 1:2000 1:4000 1:8000 1:250 1:500  1:1000  1:2000 1:4000  1:8000
C) D)
Secundario 1:20.000 Secundario 1:10.000
2.0+ 4+
*
* [
[l
© 154 _ © 34 T .
o LA [ anti-NcADF %
@ 3 anti-NcCAP S
£ 10+ . 2 2-
Q i (@]
38 3
< L <
054 L 14 |“
ool 11 H Hﬂ [ O (1 S S S P =
1:250  1:500  1:1000  1:2000 1:4000  1:8000 + + + + + + - - NcADF
1:500 1:1000 - - - - 15500 - Anti-NcADF
1:500 1:1000 - - - 1:500 | Anti-NcCAP
1:500 - - - Anti-N. caninum
1:500 - - Anti-ureia

Figura 33. Andlise de deteccdo de fator de despolimerizagdo de actina de Neospora caninum
(NcADF) recombinante solluvel expressa em pET28a(+) pelo soro anti-NcADF. Detecgdo por
ELISA. Foram imobilizados 100 pl a 2 uM da proteina recombinante sol(vel expressa em pET28a(+)
em placas de 96 pocos. As proteinas recombinantes foram submetidas a varias concentracdes de soros
anti-NcADF e anti-NcCAP. A), B) e C) Soros anti-NcADF e anti-NcCAP utilizados nas concentra¢des
1:250 a 1:8.000. A) Anticorpo secundario utilizado na concentracédo 1:5.000; B) Anticorpo secundario a
1:10.000; C) anticorpo secundéario a 1:20000. D) Soros anti-NcADF e anti-NcCAP utilizados nas
concentracdes 1:500 ou 1:1.000 e soros controle anti-N. caninum e anti-ureia diluidos 1:500. Anticorpo
secundario na diluicao 1:10.000. Os asteriscos (*) indicam p<0.05.
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4.1.3.4 Imunolocalizacao

Para localizacdo de NCADF endogena, taquizoitas recém-purificados de N.
caninum foram submetidos a imunofluorescéncia por microscopia confocal.

NcADF, reconhecido pelo soro, foi localizado nos taquizoitas de maneira difusa
pelo citoplasma, porém menos acentuada nas regides apical e posterior (figura 34).

Campo claro Anti-NcADF/Alexa 488

IP Sobreposi¢ao Sobreposi¢ao cgmpleta

o

Figura 34. Imunolocalizacdo do fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum
(NcADF) em taquizoitas de N. caninum. Microscopia confocal em taquizoitas de N. caninum
purificados, imobilizados e marcados com soro anti-NcADF antes da imobilizacdo em lamina tratada
com polilisina. A marcacao foi feita com soro anti-NcADF diluido 1:500, visualizada com Alexa Fluor
488 e o nulcleo, com iodeto de propideo (IP). Imagens de campo claro, marcacdo com iodeto de
propideo, marcagdo de anti-NcADF visualizada com Alexa-Fluor 488 e sobreposi¢do de imagens
fluorescente e sobreposigdo completa. Escala indicando 5 um.
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4.1.4 Caracterizacao bioquimica e funcional de NcADF recombinante

Como pdde ser expressa de maneira soluvel, NCADF foi caracterizada através
de ensaios bioquimicos e de interacdo com actina heterdloga de musculo esquelético

de coelho, sendo aqui denominada apenas actina de coelho.

4.1.4.1 Cossedimentacao com actina

Proteinas da familia ADF/cofilina sdo conhecidas pela capacidade de desmontar
filamentos de actina e interagir com actina-F. Essas habilidades foram investigadas
em NCcADF recombinante, usando o ensaio de cossedimentacdo com actina.
Inicialmente, 10 pM de actina-F foram incubados com 5 ou 20 uM de NCADF em
solugdo ndo tamponada por 1 hora antes de ser ultracentrifugada a 105.000 x g. A
guantidade de actina e NCADF no sobrenadante e no pellet foram quantificadas.
Ambas as concentracdes de NCADF utilizadas neste ensaio foram capazes de
aumentar a quantidade de actina detectada no sobrenadante, quando comparada a
actina controle sem NcADF (figura 35). Além disso, o desmonte dos filamentos de
actina foi maior quando NcADF estava presente em 20 uM, mostrando um efeito
dependente da dose (figura 35). A quantidade de NCADF no pellet e no sobrenadante
foram quantificados e uma pequena porcentagem (10,5%) de NCADF foi detectada no
pellet apenas quando adicionada em maior concentragéo (20 uM; figura 35, na tabela).
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Actina (uM) 10 0 10 10
ADF (M) 0 20 5 20
P S P S P S P S
62.2 -
7 - - Actina
35-
25 -
18.4 - ADF
14.4 -
P S P S P S P S

Actina(%) 94.75 6.25 O O 84.44 1556 76.8 23.2
NcADF (%) O 0 0O 100 0 100 10.55 89.45

Figura 35. Despolimerizacdo de actina-F de coelho por fator de despolimerizacédo de actina de
Neospora caninum (NcADF). SDS-PAGE 12% corado com Coomassie R-250. Actina foi polimerizada
em condi¢des com altas concentragcdes de sais. Em seguida, actina-F foi incubada em presenca de 5
ou 20 uM de NcADF recombinante e a mistura foi ultracentrifugada a 105.000 x g por 30 minutos a 4°C.
Pellet (P) e sobrenadante (S) foram analisados em SDS-PAGE. As intensidades das bandas foram
gquantificadas por ImageJ e o resultado foi mostrado na tabela logo abaixo do gel.

A capacidade de ADF/cofilinas em cossedimentar com actina-F e desmontar os
filamentos de actina é conhecida por ser regulada por pH em reacbes in vitro
(HAWKINS et al.,, 1993). In vivo, a distribuicdo de ADF/cofilinas nas células,
relacionada com regides de actina-G e actina-F podem ser controladas pelo pH
(BERNSTEIN et al., 2000). A influéncia do pH na atividade de NcADF foi testada na
cossedimentacdo utilizando 5 puM de actina-F em solucdo de sedimentacdo
tamponada em pH 8,0 ou 6,5. Nessas condi¢cbes, a densidade relativa de actina
diminuiu no sobrenadante de maneira dependente da concentracdo de NCADF
presente (figura 36), assim como observado em condi¢cdes nao tamponadas (figura
36). Apesar da presenca em excesso de duas vezes a molaridade de actina, NCADF
foi capaz de desmontar apenas uma quantidade limitada de actina-F, restando ~75%
de actina no pellet (figura 36, A). Em ambas as condi¢cbes de pH testadas, o efeito da
presenca de NCADF sobre a sedimentacéo de actina-F néo foi sensivel ao pH do meio

(figura 36, A). Entretanto, a presenca de NcADF no pellet (~8,5%) foi observada
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apenas quando em pH mais baixo (6,5) e apenas quando NCADF estava presente em

maior concentracao (figura 36, B).
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Figura 36. Efeito do pH na desmontagem de actina-F de coelho em presenca de fator de
despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF). Actina de coelho (5 pM) foi
polimerizada com tamp&o-F e incubada com diferentes concentragdes de NCADF recombinante em pH
alto e baixo. Apés ultracentrifugacdo a 105.000 x g, pellet (P) e sobrenadante (S) foram analisados em
SDS-PAGE e a densidade das bandas foi quantificada por ImageJ. A) Efeito do pH na quantidade de
actina nos pellets (circulos) e no sobrenadante (quadrados) em pH 6,5 (circulos e quadrados abertos
pretos) ou 8,0 (circulos e quadrados preenchidos vermelhos) apds incubagéo de actina com 5 ou 10
UM de NcADF. B) Efeito do pH na cossedimentacdo de NcADF e actina-F no pellet. Os dados
mostrados sao resultado de dois experimentos independentes (média * erro padrdo).

4.1.4.2 Cinética de Pl-actina

O efeito de NCADF na cinética de actina foi investigado usando actina de coelho
contendo 10-25% de actina de coelho marcada com N-(1pirenil) iodacetamida (PI-
actina). Nesses ensaios, a fluorescéncia de actina é medida durante o processo de
polimerizacdo, uma vez que a fluorescéncia de Pl-actina filamentosa é 25 vezes maior
gue Pl-actina monomérica (KOUYAMA; MIHASHI, 1981). A fluorescéncia medida €,

portanto, proporcional a quantidade de filamentos de actina presentes na amostra.

4.1.4.2.1 Cinética de polimerizacéo

Para investigar o efeito de NCADF na polimerizacéo de actina, a fluorescéncia
emitida por Pl-actina 10% durante a polimerizacdo em presenca ou auséncia de
NcADF foi medida em fun¢éo do tempo. Pl-actina foi incubada com 0-6 uM de NCADF
por 10 minutos antes de Ca-actina ser convertida em Mg-actina. A polimerizacao foi

induzida pela adicdo de tamp&o KMEI. Dois experimentos foram obtidos com
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resultados similares (figura 37). No primeiro experimento, actina foi reconstituida e
prontamente utilizada (figura 37, A), enquanto que o segundo experimento foi
realizado com actina descongelada (figura 37, B). Em ambos os resultados, foi
possivel observar um aumento na taxa inicial de polimerizagéo (figura 37, A e B).
Quando NcADF estava presente em concentracdo maior (6 puM) foi observada uma
aceleracdo do estagio tardio de polimerizacéo, caracterizando um pico seguido de
gueda na fluorescéncia (figura 37, A, quando presentes 6 UM de NCADF); efeito
denominado overshoot ou de ultrapassagem.
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Figura 37. Fluorescéncia de polimerizacdo de actina em funcdo do tempo em auséncia ou
presencade varias concentracfes de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum
(NcADF). Actina de coelho (5 pM contendo 10% de Pl-actina) foi incubada por 10 minutos com 0-6 pM
de NcADF antes de Ca-actina ser convertida em Mg-actina pela adicdo de 10X ME (apéndice C.4). A
polimerizacéo de actina foi induzida com KMEI e a fluorescéncia foi medida com um espectrémetro de
luminescéncia em funcéo do tempo (excitagdo 365 nm e emissdo 407 nm). A) Primeiro experimento
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usando 0-6 uM de NcADF e actina prontamente reconstituida. B) Segundo experimento usando 0-3 uM
de NcADF de actina descongelada.

4.1.4.2.1.1 Cinética de polimerizacédo de actina com ou sem fosfato

Durante o ensaio de polimerizacdo de actina foi observado o efeito de
ultrapassagem na fluorescéncia quando NCADF estava presente em concentracao de
6 uM. Esse efeito pode ser um indicativo de quebra de filamentos de actina (COOPER
et al., 1986; MACIVER et al., 1991). Com o objetivo de avaliar o efeito do fosfato
inorganico na quebra de actina por NCADF, 5 uM ou menos de 10% PI-actina foram
incubadas por 10 minutos com 10 uM de NcADF antes de converter Ca-actina em Mg-
actina. A polimerizagdo de actina foi induzida pela adicdo de KMEI (apéndice C.5)
contendo ou ndo 25 mM de tampao fosfato de sddio pH 8,0. Dois experimentos foram
realizados seguindo os mesmos procedimentos, com exce¢do da concentracdo de
actina que foi 5 uM no primeiro experimento (figura 38, A e B) e menos de 5 UM no
segundo (figura 38, C e D). Quando o segundo experimento foi realizado, um erro
levou ao uso de menos de 5 pM de actina durante a execugao do experimento. Essa
diferenca na concentracdo de actina em ambos 0s experimentos pode ser notada ao
comparar as duas curvas de polimerizacao formadas pela actina, quando esta esteve
presente sozinha. A polimerizacdo de 5 uM de actina atingiu o estado estacionario em
menos de 3000 segundos (figura 37); fato ndo observado quando actina esteve
presente em menor concentracdo (figura 38, C). Apesar da concentracao
desconhecida de actina em um dos experimentos, foi possivel observar o mesmo
comportamento em ambos os testes realizados: a adicdo de fosfato inorganico a
reagao nao alterou a polimerizagéo de actina nas amostras-controle (figura 38, A e C).
Porém, o fosfato inibiu completamente o efeito de ultrapassagem observado na
polimerizacao de actina em presenca de NcADF (figura 38, B e D).

A partir do experimento conduzido para avaliagdo de fosfato, foi possivel
observar um outro efeito de NCADF na cinética de actina. Quando os resultados
provenientes dos itens C e D da figura 38 foram plotados juntos, sem normalizagcéo
dos dados, foi possivel observar que na concentragdo de 10 uM, NCADF reduziu a
taxa de polimerizacéo de actina, ao contrario do observado com 0-6 UM de NCcCADF
(figura 37).
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Figura 38. Fluorescéncia de polimerizacao de Pl-actina em funcdo do tempo em presenca ou
auséncia de 10 pM de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF) e 25
mM de tampdo fosfato pH 8,0. Actina de coelho (5 uM contendo 10% de Pl-actina) foi incubada por
10 minutos com 0-6 uM de NcADF antes de Ca-actina ser convertida em Mg-actina pela adicao de 10X
ME (apéndice C.4). A polimerizag&o de actina foi induzida com KMEI e a fluorescéncia foi medida com
um espectrdmetro de luminescéncia em funcdo do tempo (excitacdo 365 nm e emisséo 407 nm). A) 5
UM de Pl-actina em presenca (linha grossa) ou auséncia (linha fina) de 25 mM de tampao fosfato. B) 5
UM de Pl-actina incubada com 10 pM de NcADF em presenca ou auséncia de 25 mM de tampé&o fosfato.
C) Idem A, porém com concentracdo desconhecida de Pl-actina. D) Idem B, porém com concentracao
desconhecida de Pl-actina. E) Mesmos dados das linhas finas (sem fosfato) de C e D, plotados sem
normalizacdo. Os dados apresentados foram normalizados.
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4.1.4.2.2 Cinética de despolimerizacéo

Para avaliar o efeito de NCADF na cinética de despolimerizacdo de actina, a
fluorescéncia durante a despolimerizacdo em presenca ou auséncia de NcADF foi
registrada em funcdo do tempo. Em um primeiro experimento, 10 uM de Pl-actina
foram polimerizadas com adi¢do de KMEI e 1 uM de actina-F foi incubado com 1,25-
10 uM de NcADF. A reacéo foi realizada em presenca de altas concentracdes de sais,
isto &, em condicbes de polimerizacdo. As condicdes utilizadas estabilizaram os
filamentos, resultando em uma pequena diminuicdo da fluorescéncia de Pl-actina
(figura 39, A). Nessas condicdes, a presenca de NCADF causou uma queda da
fluorescéncia inicial de Pl-actina, quando comparada ao controle (figura 39, A). Essa
gueda foi mais pronunciada quando 10 uM de NcADF estava presente e foi seguida
de uma diminuicdo exponencial da fluorescéncia (figura 39, A). A partir do
comportamento exponencial da diminuicdo da fluorescéncia, as constantes de
velocidade (Kobs) foram calculadas e plotadas em funcdo da concentragcéo de NcADF.
Os valores de Kobs indicam a probabilidade de actina-F sofrer quebra e a presenca de
altas concentrac6es de NcCADF foram responsaveis pelo aumento de Kobs (figura 39,
B).
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Figura 39. Fluorescéncia de despolimerizacdo de Pl-actina em presenca ou auséncia de fator de
despolimerizagdo de actina de Neospora caninum (NcADF) em condi¢cBes de estabilizacdo de
filamentos. Actina de coelho (1 uM contendo Pl-actina 20%) foi diluida em tamp&do com altas
concentracdes de sais em presenca de 0-10 uM de NcADF. A) Fluorescéncia de Pl-actina adquirida
em fun¢é@o do tempo apds misturar, da curva inferior para a inferior superior, 10, 5, 2,5, 1,25 ou 0 pM
de NcADF. Linhas pretas representam ajuste de curvas de decaimento exponencial. Linhas cinzas
representam os dados obtidos a partir da medicao de fluorescéncia. B) Constante de velocidade (Kobs)
em funcado da concentragdo de NCADF.

Para evitar o efeito de queda de fluorescéncia quando NcADF foi adicionada e
confirmar a relagdo entre Kobs € a concentracdo de NcADF, o ensaio de
despolimerizagao foi realizado novamente, mas agora utilizando uma concentragao
de actina abaixo da concentracao critica e em presenca de baixas concentracdes de
sais, isto é, condicbes que favorecam o desmonte espontaneo dos filamentos de
actina. Para isso, 0,1 pM de actina-F (Pl-actina 25%) foi misturada a 0-0,4 uM de
NcADF em tampéo-G. Nessas condi¢fes, a queda na fluorescéncia inicial foi menor

(figura 40, A), comparada as condicbes anteriormente utilizadas (figura 39, A).
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Entretanto, a relacdo entre concentracdo de NCADF e Kobs manteve o crescimento
(figura 40, B).
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Figura 40. Fluorescéncia de despolimerizacdo de Pl-actina em presenca ou auséncia de fator de
despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF) em condi¢cdes favoraveis a
despolimerizacao de filamentos. Filamentos de actina de coelho (0,1 uM contendo Pl-actina 25%) foi
diluida em tampé&o contendo baixas concentracdes de sais em presenca de 0-0,4 UM de NcADF. A)
Fluorescéncia de Pl-actina adquirida em funcéo do tempo ap6s adi¢éo de 0, 0,05, 0,1, 0,2 ou 0,4 uM
de NcADF. B) Constante de velocidade (Kobs) em fungéo da concentragéo de NCADF.

4.1.4.3 Queda da bola - viscosidade de baixo cisalhamento

Com o objetivo de investigar a capacidade de quebra de filamentos de actina por
NcADF, foi empregado um ensaio de viscosimetria, o0 ensaio de queda da bola
(MacLEAN-FLETCHER e POLLARD, 1980). Sabendo que a viscosidade da amostra
€ uma funcéo inversa da velocidade medida de uma bola em queda e que a presenca

de filamentos de actina aumenta a viscosidade da amostra, a redugao da viscosidade
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foi atribuida a quebra dos filamentos. Para realizar o experimento, 10 uM de actina
foram misturados a 0-10 uM de NcADF e a polimerizacao foi induzida com KMET
(apéndice C.6). A mistura foi incubada por 1 hora e a viscosidade foi obtida medindo
a velocidade que a bola leva para percorrer o capilar contendo a solucéo de actina-F
e NcADF. Como controle, também foram utilizados 2,5 e 5 uM de gelsolina, uma ABP
conhecida pela sua capacidade de quebra dos filamentos de actina.

NCcADF reduziu a viscosidade e o efeito foi dependente da sua concentragéo
(figura 41). Quando NCADF estava presente a uma concentracdo de 2,5 uM, a
viscosidade da solucao foi reduzida em 25%, enquanto que a reducao foi de quase
90% quando NcADF foi adicionada a 10 uM (figura 41). A gelsolina, nas
concentragdes utilizadas, diminuiu a viscosidade de modo que a bola caiu tdo rapido

gue nao foi possivel cronometrar o tempo.

1.0

0.9+
0.8+
0.7+
0.6+
0.54
0.4+
0.3+
0.2-
0.1-

O_O|||||....|.
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

[NCADF] (uM)

Viscosidade relativa

Figura 41. Efeito do fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF) na
viscosidade de baixo cisalhamento de actina de coelho. Actina de coelho (10 uM) foi polimerizada
por 1 hora em presenca de 0-10 uM de NcADF ap0ds adicdo de KMET. A viscosidade foi medida como
velocidade de queda da bola. Os dados foram normalizados e os resultados séo representativos de
dois experimentos independentes (média + erro padrdo).

4.1.4.4 Estado estacionério

Para avaliar o papel de NcADF no estado estacionario de actina de coelho, em
um primeiro experimento, uma diluicdo seriada de Pl-actina (0-2 pM; concentrada
10%) foi incubada com 0-4 uM de NcADF e a polimerizacéo foi induzida, em seguida,

com adicdo de KMEI. Apés atingirem o equilibrio, as reacdes tiveram a fluorescéncia
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medida e os resultados foram plotados versus concentragcao de actina. A fluorescéncia
basal emitida por Pl-actina monomeérica foi calculada como a média dos valores de
fluorescéncia que se mantiveram em uma linha imaginéaria basal (figura 42, A). Nas
condig¢des utilizadas, NCADF causou uma diminui¢ao da fluorescéncia de Pl-actina no
estado estacionario em todas as concentracfes em que esteve presente na reacao
(figura 42, A). Além disso, foi possivel observar uma tendéncia de aumento da
concentracéo critica (Cc) de Pl-actina com a elevacdo da concentragdo de NCADF. A
Cc aumentou aproximadamente 2,5 vezes quando 4 pM de NCADF estava presente
na reacdo (tabela 11). Também foi realizada uma reacdo-controle contendo somente
o tampéo de armazenamento, onde NCADF estava solubilizada e armazenada, em
volume equivalente ao de 4 uM de NCADF, com objetivo de avaliar se o tampé&o de
armazenamento interfere no estado estaciondario de Pl-actina. A presenca de tampao
de armazenamento ndo causou alteracdes no Cc de Pl-actina, quando comparado
com as reacdes nao contendo esse tampao (figura 42, A).

Para melhor avaliar o efeito de NcCADF no estado estacionério de Pl-actina,
concentracbes mais altas de Pl-actina e NcADF foram utilizadas em um novo
experimento. Pl-actina em concentracfes de 0-5 uM foram incubadas, agora, com 10
UM de NcADF. Além disso, para melhor observacédo da fluorescéncia basal, foram
utilizadas, como controle, as mesmas concentracfes de Pl-actina sem adicdo de
KMEI, ou seja, sem inducdo de polimerizagdo. Os mesmos padroes foram
observados, com relacdo ao primeiro experimento; a presenca de NcADF causou
diminuicao da fluorescéncia de Pl-actina no estado estacionario em as concentracées
de Pl-actina testadas e aumento a Cc (figura 42, B). A Cc de Pl-actina foi estimada
em 0,3 £ 0,083 uM, calculada pela média dos valores obtidos nos dois experimentos
(figura 42, A e B).
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Figura 42. Efeito de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF) no estado
estacionario de actina de coelho. Vérias concentra¢des de actina de coelho (contendo 10% de PI-
actina) tiveram a polimerizacdo induzida com KMEI. As reacdes foram incubadas por 19-20 horas a
22°C e a fluorescéncia das amostras foi determinada. A) Experimento 1. Concentra¢des de Pl-actina

de 0-2 uM incubadas com 0 uM (circulo aberto ©), 1 uM (triangulo fechado A), 2 uM (tridngulo aberto
A) ou 4 pM (losango aberto ¢) de NcADF ou tamp&o de armazenamento (circulo fechado e). B)

Experimento 2. Concentracdes de Pl-actina de 0-5 uM incubadas com 0 (circulo aberto ©0) ou 10 uM
(triangulo aberto A) de NcADF; como controle, foram utilizados 0-5 uM de Pl-actina monomeérica (circulo
fechado e).

Em presenca de 10 uM de NcADF, a Cc de Pl-actina foi 1,11 uM (tabela 14).
Para calculo da Cc foram usadas as equagdes obtidas a partir das linhas de tendéncia
do grafico da figura 42 (apéndice E). Os valores da Cc em presenca das

concentracOes testadas de NCADF estao listadas na tabela 14.
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Tabela 14. Valores de concentracdo critica (Cc) de actina em presenca de NcADF. A Cc foi
calculada com base nas equacfes obtidas a partir da determinacéo da fluorescéncia de Pl-actina e
estado estacionario.

------------------------- Experimento 1 Experimento 2
NCADF (uM) 0 0* 1 2 4 0 10
Cc actina (uM) 0,242 0,234 0,343 0376 0,627 0,359 1,111

*Actina em presenca de tampé&o de armazenamento.

4.1.4.5 Interacdo de NcADF com actina

Para investigar se NCADF interage com actina-G de coelho, foi realizado,
incialmente o ensaio bidimensional de interacdo entre as duas proteinas, onde 20 uM
de NcADF foram incubados com 5 uM de ATP-actina-G em tampéao-Mg-G (apéndice
C.7) por 15 minutos. A mistura foi submetida a PAGE nativo onde, em 2 pocos foram
aplicados 20 ul da reacdo e em um poco foram aplicados 75 pl da mesma reacao.
Apos a corrida, os pocos foram recortados; aquele contendo maior volume de reacéo
foi posicionado sobre um gel desnaturante, ou seja, contendo SDS, e foi realizado um
SDS-PAGE. Ao proceder dessa maneira, qualquer interacdo presente entre actina-G
e NCADF seria desfeita e mostrada em SDS-PAGE como duas bandas de massa
molecular diferentes, mas com a mesma localizacdo, caso uma linha vertical
imaginaria seja tracada no gel. Quanto aos outros dois pocos, um deles foi corado
com Coomassie G-250, enquanto que o outro foi submetido a western blot e marcado
com soro anti-NcADF.

No gel bidimensional, foi observada uma coincidéncia vertical entre as bandas
compostas por NcCADF (figura 43, A, seta vermelha) e actina-G (figura 43, A, seta azul),
indicando interacdo entre as duas proteinas. Essa interagcdo pode ser observada
também no gel nativo antes da corrida desntaturante como uma banda entre NCADF
e actina (figura 43, B, gel). A presenca de NCADF nessa banda intermediaria foi
identificada por deteccdo com soro anti-NcADF (figura 43, B, WB). NCADF nao
penetrou efetivamente no gel, permanecendo na parte superior do PAGE nativo (figura
43, B e resultados ndo mostrados) e a quantidade de NCADF que foi detectada mais
adiante no gel penetrou, possivelmente, por estar interagindo com actina (figura 43, A
e B). A visualizacdo de actina livre, sem interagdo com NcADF, foi possivel na banda
presente na maior distancia a partir do inicio da corrida em PAGE nativo (figura 43,

B). A presenca de actina na banda intermediaria foi visualizada no gel bidimensional,
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na regido verticalmente coincidente com NCADF (figura 43, A). A confirmacdo da
corrida de actina e NcADF foi possivel quando, em um novo ensaio has mesmas
condi¢cdes previamente citadas, essas proteinas foram adicionadas em um pocgo
adjacente ao gel nativo no SDS-PAGE, confirmando o peso molecular das proteinas
provenientes do ensaio em PAGE nativo (figura 43, C, em P). Para melhor
visualizacdo e compreensdo do ensaio de interacdo bidimensional, uma
representacdo esqueméatica dos procedimentos e do resultado obtido foi feita na figura
43D.
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Figura 43. Avaliacéo da interacdo de actina de coelho com fator de despolimerizac&o de actina
de Neospora caninum (NcADF). Ensaio bidimensional de interagdo entre proteinas. NCADF (20 pM)
e actina de coelho (5 pM) foram incubadas por 15 minutos e submetidas a PAGE nativa 8%. A) Uma
fatia do gel ndo-desnaturante correspondente a um poco semelhante ao posicionado acima do gel
desnaturante, porém com mais que o dobro do volume de reacao, foi recortada e posicionada sobre o
gel SDS-PAGE 12,5% e submetida & eletroforese. B) Outra fatia foi corada com Coomassie G-250,
enquanto que uma terceira fatia teve seu contetdo transferido a membrana PVDF, que foi revelada
com soro anti-NcADF diluido 1:15.000. C) SDS-PAGE nas mesmas condicdes de B; adicionado padréao
com actina de coelho e NCADF recombinante no po¢co P (padrdo). D) Representacdo esquematica
mostrando os procedimentos e o resultado do ensaio bidimensional de interacdo entre NcADF
recombinante e actina de coelho mostrado em A. Setas vermelhas, regi6es onde NcADF coincide com
actina; setas azuis, regides onde actina coincide com NcADF.
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Para confirmar a interacdo entre NCADF e actina observada no ensaio
bidimensional foram utilizados dois agentes formadores de ligacdo cruzada:
formaldeido e EDC.

O formaldeido é amplamente utilizado para a fixacdo de estruturas celulares,
devido ao pequeno tamanho de sua molécula e capacidade inerente de tornar estaveis
interacOes transientes entre proteinas (SRINIVASA et al., 2015). Aqui, inicialmente, a
capacidade desse composto em formar ligacdes cruzadas entre NCADF e actina de
coelho foi avaliada em um ensaio in vitro. Para isso, NCADF recombinante e actina
de coelho foram incubadas com presenca de 0,4, 2 ou 4% de formaldeido por 10 ou
30 minutos. Como resultado, houve formacdo de uma banda adicional de ~60 kDa,
além daquelas formadas por actina e NCADF. Essa banda corresponde a soma das
massas moleculares das duas proteinas em questdo. Ela foi observada quando
concentracfes de 2 e 4% de formaldeido foram utilizadas (figura 44, pocos 2, 3,5 e
6), sendo mais evidente em presenca de 4% de formaldeido (figura 44, pocos 3 e 6).
A banda correspondente a interacdo entre NCADF e actina ficou mais evidente na
incubacao de 30 minutos e 4% de formaldeido (figura 44, poco 6), quando comparada

a de 10 minutos com 4% de formaldeido (figura 44, poco 3).
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Figura 44. Avaliacdo de interacdo entre fator de despolimerizacdo de actina de Neospora
caninum (NcADF) recombinante e actina de coelho utilizando formaldeido como agente
formador de ligacédo cruzada. SDS-PAGE 12,5%. NcADF recombinante (10 uM) e actina de coelho
(10 puMm) foram incubadas em tampéo de interagdo com presenca de 0,4, 2 ou 4% de formaldeido por
10 ou 30 minutos. Pocos 1 e 4: presencga de 0,4% de formaldeido. Pocos 2 e 5: 2% de formaldeido.
Pocos 3 e 6: 4% de formaldeido. Pogos 1 a 3: incubacao por 10 minutos. Pogos 4 a 6: incubagédo por
30 minutos.

A avaliagdo de interagdo entre NCADF e actina de coelho foi repetida nas
condic¢des anteriores com incubacéo de 30 minutos e 4% de formaldeido. A formacéo
da banda de interacdo antre NCADF e actina foi observada novamente com ~60 kDa
(figura 45, A, seta). A mesma reacao foi submetida a western blot para deteccao de
actina e NcADF com o anticorpo anti-B-actina C4 e soro anti-NcADF, respectivamente.
A banda correspondente a actina, de 42 kDa, foi detectada, porém o anticorpo néo
detectou actina em 60 kDa (figura 45, B). O soro anti-NCADF detectou NCADF com
~18 kDa e ~60 kDa (figura 45, B). Apesar da falta de evidéncia de identificacdo de
actina em peso molecular de 60 kDa, a presenca de NCADF nessa regido do gel indica
interacdo de NCADF com actina. A falta de deteccdo de actina acima do peso
molecular predito pode ter ocorrido devido a baixa sensibilidade do anticorpo para
concentracdes baixas de actina.

Além do formaldeido, o EDC também foi utilizado com agente formador de
ligagbes cruzadas na reacao de actina de coelno com NCADF recombinante. A reagao
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foi feita nas mesmas condicfes da reacdo descrita em presenca de formaldeido: 30
minutos de incubacao a 22°C. Foram utilizados 5 UM de actina e NCADF e 2 uM de
EDC. Como resultado, uma banda de ~60 kDa também foi observada, indicando

interacédo entre NCADF e actina (figura 45, C).
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Figura 45. Avaliacdo de interacdo entre fator de despolimerizacdo de actina de Neospora
caninum (NcADF) recombinante e actina de coelho utilizando agentes formadores de ligagcéo
cruzada. SDS-PAGE 12,5%. NcADF recombinante e actina de coelho foram incubadas em presenca
de agentes formadores de ligacdo cruzada por 30 minutos. A) Gel corado com Coomassie G-250.
NcADF recombinante (10 pM) e actina de coelho (10 pM) foram incubadas em presenca ou auséncia
de 4% de formaldeido por 30 minutos. Pogo 1: actina e NcADF em auséncia de formaldeido (C); poco
2: actina e NcADF em presenca de formaldeido (F). B) Western blot a partir da reacdo em presenca de
formaldeido. Um gel contendo reacdes provenientes da mesma reacdo de B, foi transferido para
membrana de PVDF e revelado com anticorpo anti-B-actina C4 ou anti-NcADF. Poco 1: anti-B-actina
C4 (1:2.000); poco 2: anti-NcADF (1:10.000). C) Gel corado com Coomassie G-250. NcADF
recombinante (5 uM) e actina de coelho (5 uM) foram incubadas em presenca ou auséncia de EDC.
Apos 30 minutos, a reacéo foi inibida com 9 mM de glicina. Pogo 1: actina e NCADF em auséncia de
EDC (C); pogo 2: actina e NcADF em presenca de 2 mM de EDC. Nas setas, interacdo entre actina e
NcADF.
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4.2 Proteina associada a ciclase de N. caninum (NcCAP)
4.2.1Anélises in silico

Através das buscas em ToxoDB, foi selecionada também para este estudo a
proteina associada a ciclase putativa (CAP - Ciclase Associated Protein —
NCLIV_054140).

O acesso NCLIV_054140 identifica um gene localizado no cromossomo
FR823392, na posicao 816486 - 817469 (-), gene esse que apresenta 984 pb e 2
introns; sem introns, a sequéncia codificada por RNAm apresenta 672 pb. A proteina

predita codificada por esse gene apresenta 223 aminoacidos.

4.2.1.1 Blast, dominios conservados e alinhamentos

A andlise por BLASTp utlizando sequéncia proteica identificada por
NCLIV_054140, com 0os mesmos parametros para a busca indicada para NCADF,
mostrou similaridade com proteina associada a ciclase (CAP) de T. gondii e diversas
espécies do género Eimeria — apontando identidade maior que 50% — e Plasmodium.
Ao analisar os resultados da busca por dominios conservados, foi observada presenca
do multidominio CAP C-terminal (CAP-C) (figura 46), enquanto que uma andlise da
mesma sequéncia em Pfam revelou que esta pertence a familia CAP-C. Os resultados
da busca em Pfam indicam que CAP-C (pfam08603) se encontra entre o0s

aminoacidos 60 e 221.

Conserved domains on [gi|325119434|emb|CBZ54987] View

putative adenylyl cyclase associated protein, partial [Neospora caninum Liverpool]

Graphical summary [RFS R Rl show extra options »

1 25 S0 75 100 125 150 175 200 223

Query seq,
Specific hits

Hon-specific TECT

hits
Superfanilies CARF superfanily

TBCC superfamily
Hulti-donains CAP_C

Figura 46. Deteccdo de dominios conservados em NCLIV_054140. Print screen da tela. Resultado
analise por BLAST de proteinas (BLASTp) da sequéncia proteica predita identificada pelo acesso
NCLIV_054140 do banco de dados ToxoDB. Barra graduada mostra a sequéncia de aminoacidos; setas
azuis sobre fundo rosa mostra hits especificos; retangulo azul sobre fundo azul indica hits nao
especificos; as superfamilias estao indicadas nos retangulos azuis sobre fundo amarelo; em cinza, os
multidominios.
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Foi realizado um alinhamento entre NCLIV_054140 e CAP de outros organismos
apicomplexas, assim como com Srv2 de Saccharomyces cerevisiae, de onde
NCLIV_054140 apresentou maiores valores de identidade/similaridade com CAP de
T. gondii (81/86%) e menores com Srv2 de S. cerevisiae (11/20%) (figura 47). Os
valores de identidade e similaridade apontados sdo baseados no alinhamento da
sequéncia proteica NCLIV_054140, conforme apresentada em ToxoDB, incluindo a
regido de 17 aminoacidos presentes antes da metionina (figura 47, sequéncia
sublinhada). Com excec¢do de alguns aminoacidos da regido N-terminal, CAP dos
organismos apicomplexas alinharam-se a regido C-terminal de Srv2 formada por
estruturas de folhas-beta (figura 47), em consonancia com a estrutura secundaria de
C. parvum, formada exclusivamente por folhas-beta (ver apéndice F). Essa regido de
folhas-beta na porcdo C-terminal de Srv2 e CAP de mamiferos compreende o dominio
CAP-C (MAKKONEN et al., 2013; ONO, 2013), confirmando que CAPs de organismos
apicomplexas séo formadas apenas pelo dominio CAP-C. A identidade apresentada
pela regido de NCLIV_054140 alinhada a regido correspondente ao dominio WH2 de
Srv2 foi insignificante, enquanto que a identidade da sequéncia de N. caninum
alinhada com a regido C-terminal de Srv2 formada por folhas-beta foi de 35%. Esse é
um valor aproximado da identidade de CAPs de E. tenella, C. parvum e P. falciparum

com a sequéncia de N. caninum (figura 47).
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Figura 47. Alinhamento de sequéncias proteicas de proteinas associadas a ciclase (CAP) de
organismos apicomplexas e Srv2 de Sacchaormyces cerevisiae. Sequéncias alinhadas utilizando
MultAlin. Alinhamento de estrutura secundaria de Srv2 de S. cerevisiae relizado em ESPript. As
sequéncias alinhadas, pela ordem, sdo: Srv2 de S. cerevisiae (acesso NCBI: AAA350941), CAP de
Neospora caninum (NcCAP, acesso ToxoDB: NCLIV_054140), CAP de Toxoplasma gondii (TgQCAP,
XP002364249); CAP de Cryptosporidium parvum (CpCAP, XP_626004), CAP de Eimeria tenella
(EtCAP, CDJ399095) e CAP de Plasmodium falciparum (PfCAP, XP001350984). Aminoacidos
destacados em preto representam identidade total e aminoacidos em negrito representam similaridade.
Os valores de identidade e similaridade das sequéncias com relacdo a NcCAP estdo mostrados em
seguida do alinhamento e foram obtidos por alinhamento por ClustalW. Setas representam folhas-beta.
Sublinhada, sequéncia de 17 aminoacios de NcCAP antes da metionina. Os dominios e regides de
destaque estéo representados em barras preenchidas cinzas e pretas acima das sequéncias alinhadas
(baseado em CHAUDHRY et al., 2010; QUINTERO-MAZON et al., 2009 e informac¢des do acesso
P17555 em UniProtKD*3).

Buscas por peptideo sinal mostraram que essa proteina ndo apresenta regiao
com essa funcao.

Com base na detec¢ao de dominio conservado (CAP-C) na proteina cujo acesso
€ NCLIV_015410, assim como a identidade dessa proteina com proteinas associadas
a ciclase, esse acesso sera aqui denominado NcCAP ou proteina associada a ciclase

de N. caninum.

4.2.2Clonagem e expressao

Para obtencédo da proteina NcCAP recombinante, foi, inicialmente, sintetizado o
cDNA contendo a sequéncia codificadora de NcCAP. A partir desse cDNA, foi
realizada PCR (figura 48, A, poco 2) e, apds determinacao das melhores condicdes
de amplificacdo, a enzima High Fidelity foi utilizada para diminuir a chance de erros
de anelamento (figura 48, B, poco 2). Como resultado da amplificagédo, uma banda de
maior intensidade de ~700 pb foi observada (figura 48, A e B, pocos 2); o predito para

a sequéncia que foi amplificada € 660 pb.

13 Acesso em: http://www.uniprot.org
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Figura 48. PCR da sequéncia codificadora de proteina associada a ciclase de Neospora caninum
(NcCAP). Gel de agarose 0,8% com resultados das PCRs para amplificacdo da sequéncia codificadora
de NcCAP a partir de cDNA de N. caninum. A) PCR de NcCAP. Poco 1: marcador molecular; pogo 2:
amplificacdo de NcCAP. Na seta, amplificacdo de NcCAP, com ~700 pb. B) PCR de NcCAP com
enzima High Fidelity. Pogo 1: Marcador Molecular; pogo 2: amplificagdo de NCLIV_054140; poco 3:
controle negativo, reagcdo sem cDNA. Em *, amplificacdo de NcCAP, com ~700 pb. Marcadodr
molecularindicado a esquerda em pb.

O fragmento amplificado foi purificado do gel de agarose e ligado em pGEM-T
Easy. Trés colbnias provenientes da transformacdo da ligacdo foram isoladas e
tiveram o plasmideo purificado. Os plasmideos foram digeridos, sendo possivel a
deteccdo de um inserto de ~700 pb, valor proximo ao predito de 660 pb (figura 49, A).

Para expressdo da proteina recombinante, o fragmento digerido a partir do
plasmideo pGEM-T Easy foi clonado em pGEM/pET. A ligacdo do fragmento no
plasmideo de clonagem foi confirmada por digestdo, a qual liberou inserto de ~700 pb
(figura 49, B).
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Figura 49. Digestdo de plasmideos ligados & sequéncia codificadora de proteina associada a
ciclase de Neospora caninum (NcCAP). Gel de agarose 0,8%. Material genético proveniente de
minipreps foram digeridos com as enzimas BamH | e Hind Ill. A) Os minipreps provenientes de trés
colénias transformadas com a ligagdo de NcCAP em pGEM foram digeridos. Po¢o 1: marcador
molecular; pogos 2, 3 e 4: digestdo de pGEM recombinante ligado a cDNA codificador de NcCAP
proveniente das colénias 1, 2 e 3, respectivamente. B) Os minipreps provenientes de trés coldnias
transformadas com a ligagdo de NcCAP em pGEM/pET foram digeridos. Poco 1: marcador molecular;
pocos 2, 3 e 4: digestdo de pGEM recombinante ligado a cDNA codificador de NcCAP proveniente das
coldnias 1, 2 e 3, respectivamente. Em *, NcCAP, com ~700 pb; em #, pGEM-T easy, com ~3000 pb;
em &, pPGEM/pET, com ~3500 pb. Marcador molecular indicado a esquerda em pb.

Apdés tentativa de expressao de E. coli BL21 transformada com cDNA codificador
de NcCAP clonado em pGEM/pET, néo foi observado resultado de expressao positivo
para NcCAP. Desse modo, nova clonagem foi feita em plasmideos de expressao
pET28a(+) ou pET32a(+). Para isso, o fragmento que corresponde a regido
codificadora de NcCAP, previamente isolado e clonado em pGEM-T Easy, foi digerido
novamente com as enzimas de restricdo BamH | e Hind Ill e ligado nos referidos
plasmideos de expressdo. A identificacdo e confirmagéo da identidade do inserto foi
feita por sequenciamento tanto em pGEM-T Easy quanto nos plasmideos de
expressao pET28a(+) ou pET32a(+).

Apés transformacdo dos plasmideos recombinantes em E. coli BL21, duas
colénias de cada (totalizando quatro coldnias) foram isoladas e submetidas a
expressdo com indugdo ou ndo de 1 mM de IPTG por 3 horas a 37°C. ApoOs o tempo
de inducéo, para verificar a solubilidade da proteina expressa, as culturas foram
sonicadas com Tris-HCI 100 mM seguida de sonicacdo com ureia 8 M. Como
resultado, foi observada expressao de proteina com peso molecular proximo a 35
kDa nas duas col6nias transformadas com pET28 NcCAP (figura 50, A, pogos 4 e 8,

no asterisco). O peso molecular da proteina expressa estava um pouco acima do
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predito de 29,6 kDa, considerando as caudas de histidina expressas pelo pET28a(+).
Nas duas colbnias provenientes da transformacdo com pET32_NcCAP, também
houve expresséo de proteina de ~50 kDa (figura 50, B, pocos 4 e 8, no asterisco).
Somada a cauda de tioredoxina e histidinas com NcCAP recombinante, seria predita
a expressao de uma proteina de ~42 kDa. Ambas as formas recombinantes migraram
em SDS-PAGE de maneira diferente da predita, apresentando peso molecular acima
do esperado.

A partir dos testes de solubilidade, foi possivel observar que as duas proteinas
recombinantes permaneceram em ureia 8 M, indicando uma expressao de NcCAP

preponderante em corpos de incluséo (figura 50, A e B, pocos 4 e 8).
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Figura 50. Expressao e avaliacdo da solubilidade da proteina associada a ciclase de Neospora
caninum (NcCAP) em pET28a(+) e pET32a(+). SDS-PAGE 12,5% corados com Coomassie G-250.
As culturas foram submetidas a expressao apés indugdo ou ndo por 1 mM de IPTG. Duas colbnias de
E. coli BL21 transformadas em pET28a(+) (A) ou pET32a(+) (B), isoladas e submetidas ou ndo a IPTG
para expressao a 37°C por 3 horas. O extrato foi obtido apds sonica¢éo com Tris-Cl 100 mM, seguido
de sonicacdo em ureia 8 M. Pocos 1 a 4: colbénia 1 e de 5 a 8: colbnia 2; pocos 1 e 5: cultura ndo
induzida com IPTG em Tris-Cl 100 mM; pogos 2 e 6: cultura ndo induzida em ureia 8 M; pogos 3 e 7:
cultura induzida com IPTG em Tris-Cl 100 mM; pocos 4 e 8: cultura induzida em ureia 8 M. Em *, banda
de aproximadamente 45 kDa resultante da expresséo e solubilizacdo. NI = cultura ndo induzida com
IPTG; | = cultura induzida com IPTG; Tris = cultura sonicada em tampao Tris-HCI 100 mM; Ureia =
cultura sonicada em ureia 8 M. Peso molecular indicado & esquerda em kDa.

Com o objetivo de tentar aumentar a solubilidade de pET32_NcCAP em tampé&o
nao-desnaturante, a cultura foi submetida a expressdo com 1 mM de IPTG a 18°C por
18 horas, porém a maior parte permaneceu solubilizada apenas em ureia 8 M (figura
51, A, asterisco). O mesmo ocorreu quando a expressao foi realizada, nas mesmas

condi¢cbes de temperatura e tempo de expresséo, com inducéo de 0,25 e 0,5 mM de
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IPTG (figura 51, B, asterisco). Portanto, nas condi¢cfes testadas, nao foi possivel obter

NcCAP recombinante na sua forma soltvel em quantidades significativas.
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Figura 51. Testes de solubilidade da proteina associada a ciclase de Neospora caninum (NcCAP)
recombinante expressa em pET32a(+). SDS-PAGE corados com Coomassie G-250. Colbnia
submetida a expresséo a 18°C por 18 horas e sonicada com tampao Tris-HCI, seguida de sonicagao
em ureia 8 M. A) SDS-PAGE 15%. Expressdo de NcCAP induzida com 1 mM de IPTG. Pocgo 1: cultura
néo induzida com IPTG sonicada com Tris-HCI; pogo 2: cultura induzida com IPTG sonicada com Tris-
HCI; poco 3: cultura ndo induzida sonicada com ureia 8 M; poco 4: cultura induzida sonicada com ureia
8 M. No *, banda correspondente a NcCCAP recombinante. B) Gel de acrilamida 12,5%. Expresséo de
NcCAP induzida com 0,5 ou 0,25 mM de IPTG. Pogos 1, 3 e 5: cultura sonicada com Tris-Cl 100 mM;
pocos 2, 4 e 6: cultura sonicada com ureia 8M; pogos 1 e 2: culturas ndo induzidas; poco 3 e 4: culturas
induzidas com 0,25 mM de IPTG; poc¢o 5 e 6: culturas induzidas com 0,5 mM de IPTG. Em *, banda
correspondente a NcCAP recombinante. NI = cultura ndo induzida com IPTG; | = cultura induzida com
IPTG; Tris = cultura sonicada em tampao Tris-HCI 100 mM; Ureia = cultura sonicada em ureia 8 M.
Peso molecular indicado a esquerda em kDa.

Para obtencédo da proteina recombinante purificada com objetivo de imunizacéo
de camundongos e obtencdo do anticorpo policlonal através de soro anti-NcCAP,
NcCAP recombinante expressa em pET32a(+) foi solubilizada em ureia 8 M e

purificada em resina de Ni*? (figura 52, poco 3).
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Figura 52. Purificacdo em resina de niquel da proteina associada a ciclase de Neospora caninum
(NcCAP) recombinante. Gel de acrilamida 12,5% corado com Coomassie G-250. Proteina NcCAP
recombinante expressa em pET32a(+) a 18°C por 18 horas, com 1 mM de IPTG, e purificada a partir
de extrato em ureia 8 M. Pogo 1: extrato total de E. coli BL21 em ureia 8 M pH 8,0; poco 2: flow through.
Extrato total apds passagem pela resina de niquel; pogo 3: proteina recombinante purificada eluida em
ureia 8 M pH 4,5. Resultado da reunido das aliquotas eluidas. Em #, proteina NCADF recombinante.
E.T. = extrato total. F.T. = flow through. P = proteina recombinante eluida. Peso molecular indicado a
esquerda em kDa.

4.2.2.1 Identificacdo de NcCAP recombinante

A banda da proteina NCCAP expressa em pET32a(+) e purificada em resina
NTA-Ni foi recortada do gel de acrilamida da figura 52 (poco 3) em triplicata e enviada
para identificacdo por espectrometria de massas. Os resultados de MS/MS foram
analisados pelo programa Mascot com buscas no banco de dados NCBI e ToxoDB.
Os peptideos identificados a partir de amostras de NcCAP com buscas em ambos 0s
bancos de dados estéo listados na tabela 15. Em duas das amostras das triplicatas
(bandas 1 e 2), foi identificado peptideo correspondente a cauda de histidina conferida
pelo plasmideo pET32a(+). A terceira amostra (banda 3) apresentou como resultado
o hit de um peptideo pertencente a proteina associada a ciclase (CAP — acesso em
NCBI: gi|401411135) de N. caninum, identificada através de busca no banco de dados
NCBI. Apesar da da diferenca entre o peso molecular predito e a proteina expressa

visualizada em SDS-PAGE, a identidade de NcCAP recombinante foi confirmada.
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Tabela 15. Peptideos identificados por espectrometria de massas (MS/MS) das bandas de SDS-
PAGE contendo proteina associada a ciclase de Neospora caninum (NcCAP) recombinante. A
mesma banda foi dividida e analisada em trés amostras diferentes. Em negrito, peptideos com
identificacdo esperada. Grifados, peptideos correspondentes a cauda de histidina.

Busca ToxoDB Busca NCBI

Banda Peptideo (Identificacéo e pusca Score
acesso) (Identificacéo e acesso)

0i|12248795 (hsp70 — T.
M.GSSHHHHHHSSGLVPR.G - gondii) 85

NCLIV_044370
1 (conserved
R.QYAEDYER.F hypothetical - 20
protein — N.
caninum)

gi|12248795 (hsp70 — T.

NCCAP-r M.GSSHHHHHHSSGLVPR.G . gondii 08

2 NCLIV_021870
(unspecified )
R.GLANAVESR.V product — N. 25

caninum)

gij401411135 (putative
3 K.TDQEDGDWTEVPIPEQF ) adenylyl cyclase 126

HHHIK.N associated protein-CAP)

4.2.3Deteccdo e localizagdo de NcCAP

A proteina recombinante NcCAP, expressa em pET32a(+), foi utilizada em
imunizacdes de camundongos para obtencdo de soro contendo anticorpo policlonal
anti-NcCAP. A opcéo pela forma expressa em pET32a(+), em detrimento da forma
expressa em pET28a(+), ocorreu pela maior quantidade de proteina expressa através
daquele plasmideo. O soro anti-NcCAP foi utilizado como unido de igual volume de

soros de todos os animais imunizados com NcCAP recombinante.

4.2.3.1 Deteccédo de NcCAP recombinante e enddgena

Para caracterizagdo do soro anti-NcCAP e deteccdo de NcCAP enddgena e
recombinantes, foram realizados western blots a partir de extrato total de N. caninum
e de NcCAP recombinantes purificadas, respectivamente. Nas condi¢des utilizadas,
duas formas das proteinas recombinantes expressas foram detectadas pelo soro anti-
NcCAP como bandas de ~35 de pET28 NcCAP (figura 53, A) e ~50 kDa de
PET32_NcCAP (figura 53, B). No extrato total de N. caninum, o mesmo soro detectou

bandas de ~20 e ~25 kDa (figura 53, C). A banda com peso molecular mais proximo
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do predito para NcCAP enddgena (22,7 kDa sem os 17 aminoacidos N-terminais
anotados no banco de dados) é a de ~20 kDa (figura 53, C). O soro anti-NcCAP
também foi utilizado em western blot a partir de extrato total de células Vero; ndo
sendo detectadas bandas (hdo mostrado).

A) B) C)
kDa kDa kDa

100 - 100 - &5
70 - (i 20 -
50 - 50 - 35 -
40 - 40 - 23 -
35- 35-
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15 - 15 -
NcCAP NcCAP
(PET28) (PET32)

Figura 53. Detecc¢ao de proteina associada a ciclase de Neospora caninum (NcCAP). Western blot
utilizando com soro anti-NcCAP e anticorpo secundério 1:10.000. Filme autorradiogréfico a partir de
transferéncia de conteddo de SDS-PAGE para membrana de PVDF. A) SDS-PAGE 12,5%. NcCAP
recombinante expressa em pET28a(+). Soro anti-NcADF 1:100.000. B) SDS-PAGE 12,5%. NcCAP
recombinante expressa em pET32a(+). Soro anti-NcCAP 1:100.000. C) SDS-PAGE 15%. Extrato total
de N. caninum em tamp&o de amostra. Soro anti-NcCAP 1:15.000. Em *, provavel altura de NcCAP.
Peso molecular indicado a esquerda em kDa.

4.2.3.2 Eletroforese 2-D

Para observacéo do perfil bidimensional e identificagdo de NcCAP enddgena, foi
utilizado extrato total de N. caninum em SDS-PAGE 2-D. Duas strips focalizadas com
extrato total de taquizoitas de N. caninum foram corridas em paralelo em SDS-PAGE;
um dos géis foi corado com Coomassie G-250, enquanto que o outro foi submetido a
western blot, com uso de soro anti-NcCAP 1:15.000. Como resultado do western blot,
nove spots reagiram com o soro anti-NcCAP: dois de peso molecular de ~37 kDa,
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quatro apresentando peso molecular de ~30 kDa e trés com ~23 kDa (figura 54, B).
Os pls das proteinas representadas por esses spots variaram de 4,1 a 7,8, sendo pl
de 5,7 a 6,4 nos spots com ~23 kDa, 4,1 a 7,8 o pl dos spots com peso de ~30 kDa e
5,7 € 5,9 0 pl dos spots com ~37 kDa. O pl foi calculado com base no grafico da figura
32C. O pl predito para NcCAP é 7,5.

Os spots identificados pelo soro anti-NcCAP por western blot foram localizados
no gel corado, conforme mostrado na figura 54A.

A) B)
kDa + 3-11 7 cm NL -
kDa + 3-11 7 cm NL
100- ‘
70-

d.

2= P L

__4

Figura 54. Deteccdo de proteina associada a ciclase de Neospora caninum (NcCAP) enddgena
por padrdo bidimensional. SDS-PAGE 12,5% e strip 3-11 ndo linear (NL) de 7 cm. Extrato total de
N. caninum e tampao de amostra contendo >5 x 107 taquizoitas foi submetido a SDS-PAGE. A) SDS-
PAGE 2-D. Gel corado com Coomassie G-250. B) Western blot. Filme autorradiogréfico.
Imunolocalizagdo com soro anti-NcCAP 1:15.000 e anticorpo secundario anti-camundongo 1:10.000.
Nas setas, os spots identificados por western blot. Peso molecular indicado a esquerda em kDa.

4.2.3.2.1 Identificacéo dos spots

Todos os spots detectados pelo soro anti-NcCAP em western blot foram
colocalizados em SDS-PAGE 2-D (figura 54, A), excisados e submetidos a
espectrometria de massas. Os resultados de MS/MS foram buscados no programa
Mascot em bancos de dados ToxoDB e NCBI. Todavia, ndo foram encontradas
identificacfes para os spots analisados.
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4.2.3.3 Imunolocalizacdo de NcCAP

Para localizacdo de NcCAP endogena, foi realizada imunofluorescéncia em
taquizoitas de N. caninum recém-purificados. A marcacédo com anti-NcCAP péde ser
observada em dois padrdes: de maneira difusa no citoplasma (figura 55, A, setas
amarelas) ou mais evidente na regido periférica da célula (figura 55, A e B, setas
brancas).
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A)
Campo claro - Anti-NcCAP*/Alexa 488 IP Sobreposigao Sobreposigao completa

:
v

Sobreposicao

Campo claro Anti-NcCAP**/Alexa 488  IP Sobreposicao completa

* Dilugéo de anti-NcCAP 1:100

** Diluigao de anti-NcCAP 1:200
Figura 55. Imunolocalizacdo da proteina associada a ciclase de Neospora caninum (NcCAP) em
taquizoitas de N. caninum. Microscopia confocal em taquizoitas de N. caninum purificados,
imobilizados e marcados com soro anti-NcCAP. A) Marcacdo com soro anti-NcCAP diluido 1:100,
visualizada com Alexa Fluor 488 e o nicleo, com iodeto de propideo (IP). B) marcagao com soro anti-
NcCAP diluido 1:200. Imagens de campo claro, marcacéo com iodeto de propideo, marcagéo de anti-
NcCAP visualizada com Alexa-Fluor 488 e sobreposicdo de imagens fluorescente e sobreposicdo
completa. Escala indicando 5 ym. Setas brancas indicando marcagao periférica. Setas amarelas
indicando acentuada marcacao periférica.
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4.3 Caracterizacdo do soro anti- NcAct2o1-310

O soro anti-NcActz01-310 consiste na tentativa de obtencdo de um soro capaz de
reconhecer actina endodgena de N. caninum. NcActxi-310 € um fragmento
recombinante de actina de N. caninum que compreende 0s amino4cidos de posi¢ao
201 a 310 dessa proteina. Esse fragmento foi expresso e o processo esté descrito na
Dissertacao de Mestrado (BARONI, 2012).

Apoés imunizacao dos camundongos, 0s soros obtidos a partir de exsanguinacao
desses animais foram utilizados em western blot, onde nao foi possivel reconhecer
actina enddgena de N. caninum em extrato total deste organismo utilizando duas
diluigbes do soro (figura 56, A, pogos 1 e 2). Entretanto, as duas bandas referentes a
actina (BARONI, 2012) foram reconhecidas a partir do mesmo extrato em controle
positivo utilizando anticorpo comercial anti-B-actina C4 (figura 56, A, poco 3, na seta).
O mesmo aconteceu em extrato de células Vero: actina ndo foi reconhecida pelo soro
em duas diluigbes (figura 56, B, pocos 1 e 2), entretanto o anticorpo anti-B-actina C4

reconheceu actina enddgena de célula Vero (figura 56, B, poco 3, na seta).
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Figura 56. Deteccdo de actina enddgena em extrato total de Neospora caninum. Filme
autorradiografico. Western blot de antigenos de extrato total de N. caninum ou de células Vero em
reacdo com soro anti-NcActzoi1-310 OU anticorpo comercial anti-B-actina C4. A) Extrato total de N.
caninum. Poco 1: reacdo com soro anti-NcActzoi-310 diluido 1:500; pogo 2: reacdo com soro anti-
NcActzo1-310 diluido 1:1.000; poco 3: reacdo com anticorpo anti-B-actina C4 diluido 1:2.000. Na seta,
bandas referentes a actina, detectadas com anticorpo anti-3-actina C4. B) Extrato total de células Vero.
Poco 1: reacdo com soro anti-NcActzo1-310 diluido 1:500; pogo 2: reacéo com soro anti-NcActzo1-310 diluido
1:1000; pogo 3: reacéo com anticorpo anti-B-actina C4 diluido 1:2.000. Na seta, banda referente a
actina, marcada com anticorpo comercial anti-B-actina C4. E.T.= Extrato total. A esquerda, marcador
de peso molecular em kDa.

Para avaliar a soroconversdo dos animais apdés imunizacdo com proteina
recombinante NcActzo1-310, foi realizado ELISA a partir de extrato total de N. caninum
ou proteina recombinante NcAct2o1-310 cOmo antigenos imobilizados na placa. Quando
analisados os resultados obtidos a partir da imobilizagdo de proteinas do extrato total,
obtido em tampao desnaturante, foi possivel observar que o soro anti-NcAct2o1-310 Na0
reconheceu proteinas endégenas de N. caninum nas dilui¢des testadas (1:100, 1:250,
1:500 ou 1:1.000). Entretanto, o soro anti-extrato total reconheceu proteinas desse
parasita, sendo a reacao inversamente proporcional a diluicdo do soro (figura 57, A e
B). Por outro lado, ao checar se os animais haviam soroconvertido em relacdo a

proteina recombinante NcActzo1-310, foi observada uma forte reacdo do soro anti-
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NcActz01-310, €nquanto que o soro anti-extrato total ndo reagiu com a proteina
imobilizada (figura 57, C e D).

Em ambos os antigenos imobilizados (proteina recombinante NcActzo1-310 oOu
extrato total de N. caninum), foram testadas duas concentracbes de anticorpo
secundario anti-camundongo conjugado com peroxidase. Nas duas concentracdes foi
possivel observar reacéo, sendo, portanto, a menor diluicdo suficientemente sensivel
para o ensaio (figura 57).

A partir dos resultados, foi possivel perceber que apesar de ndo ter havido
reagdo do soro anti-NcActzo1310 com a proteina endégena em condigcbes
desnaturantes (no extrato total de N. caninum; figura 57, A e B) houve a soroconversao
dos animais imunizados com a proteina recombinante, uma vez que 0 mesmo Soro

reagiu com a proteina recombinante imunizada (figura 57, C e D).



RESULTADOS 132

A) C)
Extrato Total
Conjugado 1:5000

NcAct201-310
Conjugado 1:5000

1.04 =* I [] Soro anti-NcAct.y;4:0
g [] Soro anti-NcACtg.310 1.0 % [ Soro anti-N. caninum
0.8+ [ Soro anti-N. caninum 1 * Hm Soro anti-ureia
© Il Soro anti-ureia @ T
i * Q
£ 06 N T
3 g .
3 04- * 3777
b <
il ot ol
Il i i
0.0 LR, H . I . I I. S A 1 .
N Y N N
\ N N O QS \») N} \)
QS ) \) Q N i R%) QS
N Ng NS g N N N N
Soros Soros
B) D)
Extrato total NcAct201-310
Conjugado 1:10000 Conjugado 1:10000
1.0+ 1.0 *
T * [] Soro anti-NcAct,g; 310
[1 Soro anti-NcAct,g, 310 @ Soro anti-N. caninum
087 « 3 Soro anti-N. caninum 0.8+ 0 B Soro anti-ureia
g I * El Soro anti-ureia @
£ 06 g 0.6 *
0 * P *
O —
3 04- * § 0.4
< <
0.2+ 0.24
N I | oolllllllm_ llimllm
O S O O
S % § S ® o Ny &
N"\ \‘q’ ;\16.3 '\,'.\Q N \(]’ ’\_6'3 ’\.'_\Q
Soros Soros

Figura 57. Avaliacdo de soroconversdo de animais imunizados com a proteina recombinante
NcAct2o1-310. Utilizados 50 ng/pogo de extrato total de N. caninum em tampéo desnaturante (A e B) ou
5 ng/pogo de proteina recombinante (C e D), submetidos a concentracdes crescentes dos soros
(1:1000, 1:500, 1:250 ou 1:100) dos animais imunizados. Soro anti-NCcActzo01-310: SOro proveniente de
animais imunizados com a proteina recombinante NcActzo1-310. Soro anti-N. caninum: proveniente de
animais imunizados com taquizoitas de N. caninum. Soro anti-ureia: proveniente de animais imunizados
com solucéo ureia 8M. A) e C) Anticorpo secundario conjugado com peroxidase diluido 1:5000. B) e D)
Anticorpo secundario conjugado com peroxidase diluido 1:10000. Asterisco (*) indica p<0,05 em

relagdo ao soro anti-ureia.

4.3.1Reconhecimento de actina desnaturada ou nativa por anti-NcActzo1-310

Com o objetivo de verificar a capacidade do soro anti-NcActzo1-310 em reconhecer
actina enddégena de N. caninum em formas nativa ou desnaturada, foi realizado ELISA
onde foram imobilizados taquizoitas de N. caninum ou células Vero integros, além de

extratos dessas mesmas células em tampéao desnaturante.
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Ao observar os resultados, foi possivel notar que houve uma afinidade maior do
soro pelas proteinas de células integras (Nc nativo ou Vero nativo), quando
comparada a proteinas provenientes de extrato desnaturante (Nc ureia ou Vero ureia)
(figura 58). De maneira geral, tanto nas amostras tratadas com soro anti-NcAct201-310,
qguanto com controles, a diferenca de absorbancia entre resultados de andlise de
proteinas de células integras e proteinas do extrato desnaturantes foram significativas
(p<0,05), com excecao da diferenga entre amostras Vero nativo e Vero ureia tratadas
com anticorpo anti-B-actina C4. Além disso, foi possivel concluir que o soro ndo reagiu
especificamente com NcAct, reconhecendo também actina de células Vero (figura 58).

Essa diferenca no valor das absorbancias poderia ter sido motivada pela maior
afinidade do anticorpo secundario pelas células do que pelas proteinas do extrato,
uma vez que a diferenca de valores de absorbancia entre as proteinas imobilizadas a
partir de extrato desnaturante ou células integras também apareceu quando utilizado
somente o anticorpo secundario, sem o tratamento prévio com soro, foi feito (figura
58, secundario). Entretanto, quando descontados os valores do controle tratado
somente com anticorpo secundario, as diferencas na absorbancia entre proteinas do
extrato e células inteiras (tanto N. caninum, quanto células Vero) ainda é significativo
(p<0,05) em anti-NcAct2o01-310 diluido 1:500 e nos controles negativo e positivo.

No controle utilizando anticorpo anti-B-actina C4, apds descontar os valores de
absorbancia do controle somente com anticorpo secundario, as analises passaram a
ser nao significativas (ndo mostrado). Isso poderia indicar que a concentracéo
utilizada desse soro, mesmo sendo suficiente para deteccdo de actina por western
blot (BARONI, 2012), nao é suficiente para deteccéo de actina em ELISA.



RESULTADOS 134

" 9
0.4 S
- Bl Nc ureia
1 B Vero ureia
[ Nc nativo
T 0-3_‘ * — —— — — 1 Vero nativo
KS)
C
ig 1
Q 0.2-
(@] B _
n
<
0.1+
0-0_ | ] I'II ] ] I'II
1:500 1:1000 1:2000 - - - anti-NcAct
- - - 1:500 - - anti-N. caninum
- - - - 1:2000 - C4

1:10000 1:10000 1:10000 1:10000 1:10000 1:10000 secundario

Figura 58. Avaliacdo de afinidade por actina enddgena de Neospora caninum nativa ou
desnaturada por soro anti-NcActzoi-310. ELISA onde foram utilizados extratos totais de N. caninum ou
células Vero em tampao desnaturante e taquizoitas de N. caninum ou células Vero integros
imobilizadas nos poc¢os, submetidos a crescentes concentracdes de soros anti-NcActzoi-310 (1:500,
1:1000 ou 1:2000), soro anti-N. caninum (controle positivo) ou anticorpo anti-p-actina C4. Assim como
anticorpo secundario conjugado com peroxidase diluido 1:10000. Nc ureia = extrato total de N. caninum
em ureia 8 M; Vero ureia = extrato total de células Vero em ureia 8 M; Nc nativo = taquizoitas de N.
caninum integros; Vero nativo = células Vero integras. Anti-NcAct 1:500 ou anti-NcAct 1:1000 ou anti-
NcAct 1:2000 = soro anti-NcActzo1-310 em diluigBes 1:500, 1:1000 ou 1:2000, respectivamente; anti-N.
caninum = soro anti-N. caninum diluido 1:500; C4 1:2000 = anticorpo anti-B-actina C4 diluido 1:2000;
secundario = auséncia de anticorpo primario. Asterisco (*) indica p<0,05 entre Nc ureia e Nc nativo. 1,4
e 1,8 referem-se aos valores de absorbancia que se encontram fora da escala do eixo y.

Com o objetivo de avaliar a capacidade de anti-NcAct2o1-310 de reconhecer actina
enddgena em sua forma nativa, foi realizado western blot a partir de PAGE nativo.
Para isso, o extrato total de N. caninum em tampao nao-desnaturante foi submetido a
eletroforese em dois géis nativos; um deles teve seu conteudo transferido para
membrana de PVDF, que foi utilizada em western blot, enquanto que o outro gel foi
corado com Coomassie-G-250.

A partir do western blot foi possivel observar que o sinal obtido, tanto com o soro
anti-NcAct2o1-310 quanto com o anticorpo anti-B-actina C4 (figura 59, A, pocos 1 a 5,
seta), encontra-se na regido inicial da corrida (figura 59, A, pogos 1 a 5, trago). Em
paralelo, ao analisar o gel corado, observou-se uma grande quantidade de proteina

acumulada no inicio do gel (figura 59, B, seta). Entretanto, apesar de actina nao ter
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sido separada no gel nativo, ela foi detectada pelo soro controle, com capacidade
conhecida de reconhecer actina de N. caninum (BARONI, 2012), no aglomerado
proteico formado no inicio da corrida. Na mesma regido, o soro analisado foi capaz de
fazer o reconhecimento de proteinas de maneira dependente da diluicdo (figura 59, A,
pocos 1 a 4, seta). Mas o experimento demonstrou que o soro anti-NCActzo1-310 foi

capaz de reconhecer proteinas em condi¢cdes ndo-desnaturantes.

Al 1 2 3 4 5 &)

ETE

anti-NcAcCtzois0  1:500 1:1000 1:2000 1:4000 -
anti-B-actina C4 - - - - 1:2000

Figura 59. Deteccdo de actina enddgena de Neospora caninum (NcAct) em condi¢cBes nativas.
Western blot de antigenos de extrato total de N. caninum em tampé&o ndo desnaturante em reagdo com
soro anti-NcActzo1-310 ou anticorpo comercial anti-B-actina e gel de acrilamida corado. A) Filme
autorradiografico a partir de transferéncia de conteddo de gel de acrilamida 10% nativo para membrana
de PVDF. Pogo 1: reacdo com soro anti- NcActzoi-310 diluido 1:500; poco 2: reacdo com soro anti-
NcActzo1-310 diluido 1:1000; pogo 3: reagdo com soro anti- NcActzo1-310 diluido 1:2000; pogo 4: reacéo
com soro anti- NcActzo1-310 diluido 1:4000; rea¢do com anticorpo anti-B-actina C4 diluido 1:2000. Na
seta, altura do sinal obtido. Tragco negro indica inicio da corrida. B) Gel de acrilamida 10% nao
desnaturante corado com Coomassie G-250. Eletroforese em gel de acrilamida realizada em paralelo
ao gel utilizado no western blot, contendo 0 mesmo extrato. Na seta, grande quantidade de proteina
acumulada no inicio do gel. E.T. = extrato total de N. caninum.

Em complementagéo ao ELISA, foi realizado um dot blot com o objetivo de
verificar e comparar a capacidade do soro anti-NcAct2o1-310 em reconhecer actina em
condi¢cbes nativas ou de desnaturacdo. O dot blot aqui descrito foi realizado tanto em
membrana de PVDF, quanto em nitrocelulose, com finalidade também de comparacao
da eficiéncia de ambas as membranas para sua utiliza¢gdo nessa técnica.

Nas duas membranas, foram aplicadas gotas com o0 mesmo volume de extrato

total de N. caninum em tampéao desnaturante e o0 mesmo volume em tamp&o nao-
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desnaturante. Ao comparar os resultados, foi possivel observar que o sinal obtido
apos revelacao do filme autorradiografico foi mais robusto a partir da membrana de
nitrocelulose, ndo sendo possivel apontar visualmente uma diferenca efetiva de sinal
quando comparadas as diferentes concentra¢des de soro as quais as gotas de mesmo
tipo de tampédo foram submetidas (figura 60, A). Quando comparadas as gotas
provenientes dos diferentes extratos, também né&o foi possivel apontar uma grande
diferenca visual no sinal (figura 60, A), mostrando que, nas condi¢des utilizadas, o
soro anti-NcActzo1-310 pode reconhecer as proteinas tanto do extrato total em tampao
desnaturante, quanto ndo-desnaturante.

Em membrana de PVDF, observou-se um decaimento do sinal proporcional a
diluicdo do soro anti-NcActzoi-310, mais evidente no extrato total em tampéao
desnaturante do que no nado-desnaturante (figura 60, B). O controle com anticorpo
anti-B-actina C4 mostrou um sinal fraco em extrato e tampao ndo desnaturante e sem
sinal detectado em tampé&o desnaturante (figura 60, B). A partir da membrana de
PVDF, também foi possivel o reconhecimento de proteinas desnaturadas de néo-
desnaturadas, com sinais mais fortes em gotas submetidas as maiores concentracfes
de soro (figura 60, B; 1:500 e 1:1000), quando comparado com membrana de

nitrocelulose.
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Figura 60. Deteccdo de actina enddgena em extrato total de Neospora caninum. Dot blot de
antigenos de extrato total de N. caninum (E.T.) em tamp&o desnaturante ou ndo-desnaturante revelado
com soro anti-NcActzo1-310 OU anticorpo anti-B-actina C4; anticorpo secundario diluido 1:10000. Filme
autorradiogréfico obtido a partir da revelacdo de membrana de nitrocelulose ou PVDF. A) Membrana
nitrocelulose com extrato total de N. caninum em tampéao desnaturante ou ndo desnaturante. Soro anti-
NcActzo1-310 diluido 1:500, 1:1000, 1:2000 ou 1:4000 e anticorpo anti-B-actina C4 diluido 1:2000. B)
Membrana PVDF com extrato total de N. caninum em tamp&o desnaturante ou ndo desnaturante. Soro
anti-NcActzo1-310 diluido 1:500, 1:1000, 1:2000 ou 1:4000 e anticorpo anti anti-B-actina C4 diluido
1:2000. E.T. ndo deshaturante = extrato total de N. caninum em tampdo ndo desnaturante. E.T.
desnaturante = extrato total de N. caninum em tamp&o desnaturante.

4.3.1.1 Imunolocalizagcao

Para localizacdo de actina de N. caninum pelo soro anti-NcAct2o1-310 em
taquizoita de N. caninum, foi realizada imunofluorescéncia por microscopia confocal.
A figura 61 (em A e B) mostra dois campos fotografados com marcacéo de soro anti-
NcActz01-310. FOi possivel observar o campo claro, a visualizacdo de Alexa-Fluor 488
e a sobreposi¢cdo de ambos. A amostra também foi marcada com iodeto de propideo,
para visualizacdo do nucleo, entretanto ndo foi possivel observar emisséo de luz
proveniente dessa marcacdo a partir da absorcdo do comprimento de onda
apropriado.

Alguns taquizoitas apresentavam marcagao citoplasmatica difusa e alguns com

a regido nuclear marcada ou nao (figura 61, A e B, setas amarelas), enquanto que
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outros apresentavam uma marcacao na regiao periférica e na regido, possivelmente,

nuclear (figura 61, A e B, setas brancas).

A)

Campo claro Sobreposicao

Anti-NcAct201-310/Alexa 488

£ &

B)

Campo claro Anti-NcAct2o1-310/Alexa 488

Figura 61. Imunolocalizacdo de actina de Neospora caninum (NcAct) em taquizoitas de N.
caninum. Microscopia confocal em taquizoitas de N. caninum recém purificados, imobilizados e
marcados com soro anti-NcActzo1-310 diluido 1:5000. A marcacdo foi visualizada com Alexa Fluor 488.
A) e B) Imagens de campo claro, marcacdo de anti-NcActzo1-301 visualizada com Alexa-Fluor 488 e
sobreposi¢cdo de imagens. Campos diferentes de um mesmo pogo. Escala indicando 5 ym. Nas setas
brancas, taquizoitas com marcacao indicativa de nicleo e regido periférica. Nas setas amarelas,
taquizoitas com marcacao na regido citoplasmética.
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5. DISCUSSAO
5.1 Fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NcADF)

Neste trabalho, fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum
(NcADF) foi submetida a caracterizacdo in silico, molecular e bioquimica. Fator de
despolimerizacdo de actina (ADF) é uma proteina pertencente a familia das
ADF/cofilinas, que s&o proteinas que se ligam a actina (ABPs) ubiquamente
encontradas em eucariotos (LAPPALAINEN et al., 1998). Desse modo, apesar da
identidade de 89% entre NcCADF e TgADF e a proximidade evolutiva entre T. gondii e
N. caninum (ambos sédo Coccidios), as conclusfes obtidas a partir da caracterizacéo
de TgADF nédo deveriam ser imediatamente extrapoladas para NCADF antes de uma
avaliacdo desta proteina. N. caninum e T. gondii apresentam divergéncias e talvez a
mais Obvia seja a preferéncia de ambos por diferentes hospedeiros definitivos e
intermediarios. Recentemente, foi mostrado que N. caninum tem uma menor
capacidade de multiplicacédo do que T. gondii em altas temperaturas, representando a
dificuldade de isolamento de N. caninum de aves (REZENDE-GONDIM et al., 2017).
Diferencas morfologicas entre ambos também foram observadas em ultraestruturas
de taquizoitas, bradizoitas e cistos teciduais (SPEER et al., 1999). Outra discrepancia
entre os dois parasitas foram observadas em nosso laborat6rio como padrdes distintos
de deteccao de actinas por anticorpo anti-B-actina C4, sendo detectadas, por western
blot, duas bandas de actina em N. caninum (BARONI, 2012), enquanto que apenas
uma é detectada em T. gondii (WHITELAW et al., 2017). A caracterizacdo de ADF
também em N. caninum permitiu avaliar a conservacao das caracteristicas e funcdes
dessas proteinas ao longo do filo Apicomplexa. Além disso, ADF/cofilinas sao
proteinas que contribuem para a dindmica de actina, descrita como central para o
processo de invasao de parasitas apicomplexas (DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1996;
DREWRY; SIBLEY, 2015), assim como por outras funcdes nesses organismos
(PERIZ et al., 2016).

A caracterizacdo de NcADF foi possivel ap0és a sele¢éo, por buscas em ToxoDB,
de um gene, de acesso NCLIV_012510. Esse acesso havia sido identificado em nosso
laboratorio em extrato secretado (ESA) de N. caninum (POLLO-OLIVEIRA et al.,
2013). Apesar da denominagao “proteina hipotética” no banco de dados, a indicagao
de homologia com proteinas da familia ADF/cofilina de outros organismos era um

indicativo da identidade da proteina codificada por esse gene. Andlises in silico
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permitiram confirmar a identidade dessa proteina pela identificacdo do dominio ADF-
H, caracteristico de ADF/cofilinas (POUKKULA et al., 2011), na estrutura dessa
“‘proteina hipotética”. A proteina de acesso NCLIV_012510 também apresentou
somente um dominio ADF-H, indicagao de que a “proteina hipotética” €, na verdade,
um ADF.

Para confirmacdo da identidade da proteina de acesso NCLIV_012510 e
avaliacdo da identidade e similaridade dessa proteina com ADF/cofilinas, ela foi
também alinhada a ADF/cofilinas de varias espécies. A partir do alinhamento multiplo,
NCLIV_012510 apresentou alta identidade (89%) com TgADF e relativamente baixa
identidade com ADF/cofilinas de outras espécies; em torno de 30% (tabela 3). E
importante observar que esse valor de identidade de NCADF e TgADF foi obtido a
partir de alinhamento com sequéncia de mesmo acesso utilizado nos trabalhos de
caracterizacao in silico de TJADF (AAC47717; ALLEN et al., 1997; MEHTA,; SIBLEY,
2010). O alinhamento feito para analise das sequéncias utilizadas na modelagem
molecular de NcADF utilizou a sequéncia proteica de TJADF obtida a partir do acesso
PDB 2L72 (YADAV etal., 2011). Ambos os acessos foram obtidos a partir da linhagem
de T. gondii RH, porém apresentam divergéncia entre si em aminoacidos de posi¢cao
82 e 85, 0 que explica as diferencas de valores de identidade/similaridade entre
TgADF e NcADF observado nos dois alinhamentos aqui realizados. As proteinas
analisadas neste trabalho apresentam identidade de 30% entre si, aproximadamente,
com excecgao de NCADF e TgADF, assim como ADF de Homo sapiens e destrina de
Bos taurus. Apesar de ndo apresentarem identidades altas, as ADF/cofilinas
compartilham uma estrutura terciaria conservada do dominio ADF-H, com regifes de
importancia para interacdo com outras proteinas como actina-G e actina-F (HILD et
al., 2014; POUKKULA et al., 2011). Sitios de ligacdo com actina localizado na regiao
N-terminal, caracterizados por mutacao pontual em cofilina de Saccharomyces
cerevisiae (figura 12; LAPPALAINEN et al., 1997), permanecem conservados na
“‘proteina hipotética”. Em especial, a SER3 (correspondente a serina 3 em
ADF/cofilinas de organismos apicomplexas, humanos e boi; serina 4 em S. cerevisiae
e Schizosaccharomyces pombe; serina 2 em Acanthamoeba castelanii; serina 6 em
Arabidopsis thaliana) esta presente na proteina aqui caracterizada. Esse residuo é
conhecido pela atividade de fosforilagdo de ADF/cofilinas (AGNEW et al., 1995) em
Xenopus (TANAKA et al, 2005), humanos (MEBERG et al., 1998), plantas
(ALLWOOD et al., 2001) e A. castelanii (BLANCHOIN et al., 2000). A fosforilagéo de
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ADF/cofilina em SER3 mostrou-se um importante fator regulatério que impede a
ligacdo da proteina com actina-G e actina-F (BERNSTEIN; BAMBURG, 2010). Em T.
gondii, a substituicdo de SER3 por GLU3 resultou em completa perda de atividade de
ADF, indicando que esse sitio regulatério permanece ativo em ADF de organismos
apicomplexas (MEHTA; SIBLEY, 2010).

Apesar da presenca do sitio N-terminal na “proteina hipotética”, o sitio C-
terminal, responsavel pela interagdo com actina-F (LAPPALAINEN et al., 1997), esta
ausente em ADF de organismos apicomplexas e a proteina aqui analisada, com
excecdo de PfADF2. Em um experimento de mutagénese in vitro, Mehta e Sibley
(2010) adicionaram o sitio de ligacdo a actina-F C-terminal de cofilina de S. pombe
em TgADF. Isso resultou em aumento de duas vezes na quantidade TgJADF mutado
sedimentado com actina-F (apenas relatado e ndo mostrado no trabalho) e diminuicéo
do desmonte de filamentos. Esta observacao sugere a importancia do sitio C-terminal
na interacdo com actina-F.

Uma andlise mais detalhada dos sitios de interacdo com actina preditos em S.
cerevisiae (GUAN et al., 2002; LAPPALAINEN et al., 1997) mostra que, em acordo
com Mehta e Sibley (2010), os sitios de interagdo com actina-G permanecem, de
maneira geral, conservados em ADF de apicomplexas, enquanto que aqueles preditos
para interacdo com actina-F estdo ausentes.

A sequéncia primaria predita de NcADF foi utilizada para constru¢do de sua
estrutura terciaria por modelagem molecular baseada em homologia com outras
ADF/cofilinas. Esta representa uma ferramenta eficaz para a predicdo da estrutura
terciaria de proteinas pertencentes a familias, e foi utilizada anteriormente para
predicdo de ADF de E. tenella (XU et al., 2008), T. gondii (MEHTA; SIBLEY, 2010;
SINGH et al., 2011) e Plasmodium (SINGH et al., 2011). Para a predicao estrutural,
foram utilizadas duas metodologias: a predicdo de folding de NCADF por molde Unico
e por multiplos moldes. A estrutura predita através de multiplos moldes mostrou-se a
mais energeticamente estavel e foi submetida a refinamento, tornando-se favoravel
do ponto de vista das analises de validacdo energética. A sequéncia terciaria de
NcADF manteve-se estruturalmente similar a todos os moldes com valores
relativamente pequenos de RMSD (figura 62). Como esperado, a estrutura terciaria
de NCADF foi mais similar a TgADF, com RMSD de 1,309 A (figura 62), em

consonancia com a maior similaridade apresentada entre suas sequéncias primarias.
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A partir do alinhamento estrutural, foi possivel observar de maneira especifica e
direta o F-loop mais pronunciado em AcActoforina e AtADF1 (figura 62, A e B) e
ausente nos ADF de apicomplexas utilizadas na modelagem (figura 62, B e C), assim
como em NCcADF. O F-loop foi caracterizado em ADF/cofilinas como uma regiao
exclusiva de ligacdo com actina-F (LAPPALAINEN et al., 1997; POPE et al., 2000) e
sua auséncia em ADF de apicomplexas foi relacionada a consequéncias funcionais
dessa proteina (MEHTA; SIBLEY, 2010; SCHULER et al., 2005a).
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Figura 62. Alinhamento estrutural entre estruturas-molde de ADF/cofilinas e estrutura terciaria
predita de fator de despolimerizacdo de actina de Neospora caninum (NCADF). As estruturas
utilizadas como molde para construcdo de estrutura terciaria de NCADF por modelagem molecular
baseada em homologia foram alinhadas com NcADF (magenta) e os valores de RMSD foram
calculados através do software Pymol. A) NcADF alinhada a actoforina de Acanathamoeba castelanii
(acesso PDB 1AHQ; azul escuro). B) NcADF alinhada a ADF1 de Arabdopsis thaliana (acesso 1F7S;
amarelo). C) NcADF alinhada a ADF de Toxoplasma gondii (acesso 2L72; azul claro). D) NcADF
alinhada a ADF1 de Plasmodium falciparum (acesso 3Q2B; verde). As regifes C-terminal e N-terminal
estéo identificadas nas figuras, assim como os respectivos valores de RMSD. F-loop de AcActoforina

e AtADF1 mostrado em A e B.
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O soro policlonal obtido foi utilizado para deteccao das proteinas recombinantes
e endogena a partir de técnicas de ELISA, western blot 1-D e 2-D e
imunofluorescéncia por microscopia confocal. O soro anti-NcADF gerado foi capaz de
reconhecer ambas as formas de NCADF recombinante (expressa em pET28a(+) e
pET32a(+)). Ademais, apesar do soro ter sido gerado a partir de pET32_NcADF
desnaturada, este mostrou-se especifico para deteccdo de pET28 NcADF nativa de
maneira significativa, quando comparado com o soro controle anti-NcCAP, também
gerado a partir de proteina recombinante desnaturada expressa em pET32a(+) (item
4.2). Apesar da néo total especificidade encontrada para a detec¢cdo de NCADF — pois
ambos 0s soros testados apresentaram reacao cruzada, em algum nivel, com ambas
as proteinas recombinantes expressas neste trabalho — nenhum ensaio precisou ser
realizado utilizando as proteinas recombinantes NCADF e NcCAP ao mesmo tempo.
A especificidade de anti-NCADF foi suficiente, em ensaios funcionais utilizando
proteinas purificadas, para a deteccao especifica de NCADF e ndo de actina de coelho.
Foi levantada a hip6tese de que as reagfes cruzadas observadas para deteccao das
proteinas recombinantes pelos soros gerados neste trabalho (anti-NcCADF e anti-
NcCAP) ocorreu pela presenca de anticorpos capazes de reconhecer a cauda 6X
histidina expressa pelos plasmideos utilizados para expressao. Para evitar essa néo-
especificidade, os soros poderiam ter sido devidamente purificados contra proteinas
recombinantes sem cauda de histidina. Porém, o pequeno volume de soro obtido ap6s
exsanguinacdo de camundongos inviabilizaria esse procedimento, pela possibilidade
de perdas de amostra. Assim, foi feita a opcao pela continuidade do uso do soro néo-
purificado.

O soro anti-NcADF foi utilizado também para deteccdo de NCADF enddgena a
partir de extrato total de taquizoitas de N. caninum. Em western blot 1-D e 2-D foram
encontrados padrdes semelhantes, com pequena divergéncia nas bandas e spots de
maior peso molecular. Porém uma proteina de peso molecular de aproximadamente
15 kDa foi detectada em ambas as técnicas. Essa proteina apresenta peso molecular
préximo ao predito (12,9 kDa) e pl de 6, também proximo ao esperado de 6,9. Os
spots provenientes de SDS-PAGE 2-D foram analisados por espectrometria de
massas e aquele de menor peso molecular (~15 kDa) foi identificado como NcADF,
confirmando a deteccdo de NCADF enddgena por soro anti-NCADF. A deteccdo de
TgADF por soro gerado em coelho em extrato de taquizoitas de T. gondii revelou

banda correspondente ao peso molecular esperado (ALLEN et al., 1997) e uma
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analise geral do proteoma de T. gondii detectou dois spots com pl pouco menores do
que 7 como correspondentes a ADF (XIA et al., 2008).

A localizacdo de NCADF em taquizoitas extracelulares a partir do soro anti-
NcADF mostrou um padrdo similar ao encontrado na imunolocalizagdo de TgADF
usando anti-TgADF produzido em coelho e purificado (ALLEN et al., 1997). Ambas as
proteinas foram localizadas de maneira difusa no citoplasma, com sinal menos intenso
nos polos dos taquizoitas.

Outra ferramenta para caracterizagcdo de NcADF foi a producéo da proteina
recombinante solUvel. Entretanto, para obtencdo de uma proteina recombinante pura
o suficiente para ser utilizada em ensaios bioquimicos em presenca de actina de
coelho, a purificacdo de NCADF expressa em pET28a(+) precisou ser otimizada. Para
purificagdo nativa, a forma recombinante de NcCADF expressa em pET28a(+) foi
escolhida, uma vez que a regido complementar codificada por pET28a(+) € menor que
em pET32a(+); este plasmideo expressa, além da cauda de 6X histidina, uma regiao
de ~15 kDa, que corresponde a cauda de tioredoxina (Trx-Tag) N-terminal. Essa
grande cauda expressa por pET32a(+) poderia, portanto, causar interferéncias nao
desejadas nos ensaios funcionais. A otimizacdo de expressdo soluvel de
PET28 NCcADF exigiu maior tempo e dedicacdo do que inicialmente planejado para
obtencdo de uma proteina de quantidade, qualidade e pureza aceitaveis para a
realizacdo dos ensaios de caracterizacdo bioquimica e funcional. Desse modo, todas
as etapas foram otimizadas, como: temperatura de expressdo, meio de cultura,
tampdo compativel para solubilizacdo de quantidade e qualidade suficientes de
NcADF recombinante e condicbes de purificacdo que permitissem a obtencéo
completamente sollvel da proteina purificada, sem precipitacdo (para revisdo de
abordagens de otimizacdo de expresséo, ver PAPANEOPHYTOU; KONROPIDIS,
2014). NcADF_pET28 soluvel associada a cauda 6X histidina foi utilizada com
sucesso em ensaios bioquimicos para caracterizacdo da fungdo dessa proteina na
dindmica de actina, realizados na Universidade de Edimburgo, sob superviséo do Dr.
Sutherland K. Maciver. A utilizacdo de ADF/cofilinas recombinantes associadas a
cauda de histidina em ensaios bioquimicos é frequente (ALLEN et al., 1997; DAl et al.,
2013; MEHTA,; SIBLEY, 2010; OUELLET et al., 2008; TAMMANA et al., 2008) e,
aparentemente, essa cauda nao interferiu na funcdo de ADF recombinante nesses

ensaios.
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ADF/cofilinas sdo conhecidas pela sua funcdo de regulacéo de actina (HILD et
al., 2014). Para os ensaios bioquimicos, o papel de NcADF recombinante foi avaliado
na dindmica de actina liofilizada de coelho. A caracterizacdo de NcADF utilizando
também actina de N. caninum seria ideal para uma avaliacdo mais sistematica da
proteina aqui estudada, uma vez que actina de organismos apicomplexas apresentam
caracteristicas nao convencionais, quando comparada com outros organismos
(SCHULER et al., 2005b; PERIZ et al., 2016; SKILLMAN et al., 2013; VAHOKOSKI et
al., 2014). Contudo, a caraterizacdo em sistema homadlogo nédo foi aqui realizada pelo
baixo rendimento para ensaios que demandam grande quantidade. O uso de actina
proveniente de musculo esquelético de coelho tornou-se padréo para a caracterizacao
de ADF/cofilinas em geral e 0 seu emprego para caracterizagdo de NCADF permite
uma avaliacdo comparativa mais eficiente entre diferentes proteinas dessa familia.

Os ensaios bioquimicos mostraram que NCADF € capaz de atuar no desmonte
de actina de coelho por trés processos: despolimerizacédo, sequestro de monémeros

e quebra de filamentos.

5.1.1 Despolimerizacao

ADF/cofilinas s&o conhecidas por causar quebra de filamentos e/ou
despolimerizacéo, ou seja, aumento da taxa de desacoplamento de mondémeros pela
extremidade “menos” do filamento (CARLIER et al.,, 1997; HILD et al., 2014). A
capacidade de despolimerizacéo de filamentos foi avaliada pelo ensaio de cinética de
despolimerizacdo e mostrou que tanto em condi¢c6es favoraveis (concentracdo de
actina abaixo da concentracdo critica e baixas concentracdes de sais), quanto em
condicBes desfavoraveis a despolimerizacdo (concentracdo mais alta de actina e alta
concentracdo de sais), NCADF foi capaz de aumentar a constante de velocidade.
Esses resultados confirmam que NCADF tem capacidade de despolimerizacdo de
filamentos de actina.

Quando o experimento foi conduzido com 1 uM de actina e altas concentragdes
de sais, foi possivel observar que, quando presente, NCADF causou uma reducao
inicial brusca da fluorescéncia de Pl-actina, esse efeito foi mais intenso em
concentracéo de 10 uM. Essa reducao havia sido observada em actoforina (MACIVER
et al.,, 1998), cofilina de levedura (MOSELEY et al.,, 2006) e ADF1 de A. thaliana

(CARLIER et al., 1997) e sua causa foi atribuida, mesmo sem maiores investigagoes,
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a ligacdo de ADF/cofilina a filamentos de actina (MACIVER et al., 1998; MOSELEY
et al., 2006). Como a atuacdo de ADF de organismos apicomplexas diretamente na
despolimerizagao de actina ainda néo havia sido investigada, ndo foram encontrados
relatos desse efeito causado por ADF desses parasitas. Visando reduzir esse efeito
de reducéo inicial brusca de fluorescéncia, o experimento foi repetido, porém, com
concentracdo de actina abaixo da concentracdo critica (0,1 puM) e com baixas
concentracOes de sais. Essa mudanca de condic¢des inibiu o referido efeito.

Mesmo com o efeito de redugéo inicial da fluorescéncia, a presengca de NCADF
em concentracbes maiores que 2,5 UM e em condicdes de estabilizacdo ou 0,1 uM
em condicdes de despolimerizacdo aumentou a constante de velocidade (kobs). Essa
constante é funcado da queda exponencial da fluorescéncia com o passar do tempo e
0 aumento de Kkobs indicou favorecimento de despolimerizagdo de actina em presencga
de NcCADF de maneira dependente da concentracdo. Nao foi possivel estabelecer, a
partir desses experimentos, se o aumento de kobs aconteceu por desacoplamento de
mondémeros da extremidade “menos” dos filamentos de actina ou em fungado de quebra
dos filamentos; apesar de evidéncias de quebra serem observadas em outros ensaios
(ver adiante). E provavel que seja uma combinacdo dos dois fenémenos. Entretanto,
€ possivel estabelecer que a despolimerizacdo, nessas observacfes, nao ocorreu por
sequestro de monbémeros. Moseley et al. (2006) mostraram que, em presenca de
latrunculina, substéncia que sequestra mondmeros de actina, a despolimerizagéo foi
similar ao controle contendo somente actina, indicando que o efeito de queda
exponencial da fluorescéncia observado naquela ocasido foi decorrente de

despolimeriza¢éo ou de quebra de filamentos.

5.1.2 Sequestro de mondmeros

Quatro mecanismos sédo conhecidos por regularem a atividade de ADF/cofilinas.
Fosforilagdo (AGNEW et al., 1995; BLANCHOIN et al., 2000), oxidacao (KLAMT et al.,
2009; KLEMKE et al., 2008), ligacdo a fosfoinositideos (PIP2; ZHAO et al., 2010) e
alteracdo de pH (BERNSTEIN et al., 2000; HAWKINS et al., 1993). Aqui, foi mostrada
a independéncia de pH na capacidade de NcADF de desmonte de filamentos e
associacao dependente de pH com actina-F pelo ensaio de cossedimentacdo. A nao
dependéncia de pH para o desmonte de filamentos era, de alguma forma, esperada,

pois a sensibilidade ao pH é mais pronunciada em vertebrados superiores (HILD et
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al., 2014). Apesar da pequena quantidade de NcCADF quantificado no pellet em pH
mais baixo, NCADF foi capaz de associar-se fracamente com actina-F; porém, esta
associacado com F-actina ndo foi determinante para o desmonte dos filamentos. Esse
comportamento sugere outro mecanismo necessario para o desmonte, que nao
necessariamente a associacdo direta entre actina-F e ADF, levando a quebra de
filamentos. E provavel que os monémeros de actina estejam sendo sequestrado por
NcADF, causando despolimerizacdo por desacoplamento de mondmeros pela
extremidade menos. Essa atividade é conhecida em ADF/cofilinas de apicomplexas
(MEHTA,; SIBLEY, 2010; SCHULER et al., 2005a), e de alguns outros eucariotos
(CHEN et al., 2004). Além da possiblidade de sequestro de monémeros observada no
ensaio de cossedimentacdo, através da avaliacdo da cinética de actina também foi
possivel notar essa caracteristica em NcCADF. Quando a cinética de actina foi avaliada
em presenca 10 uM de NCADF houve diminuicdo da taxa de polimerizacdo de actina
(figura 38, E). Compostos e proteinas responsaveis pelo sequestro de monémeros de
actina apresentam essa caracteristica quando avaliadas durante a polimerizacao de
actina como twinfilinas de Drosophila, camundongo e levedura (HELFER et al., 2006),
timosinas B10 e B4 de mamiferos (YU et al., 1993) e latrunculina A (COUE et al.,
1987).

Quando NcADF esteve presente em concentracdes mais baixas, na avaliacdo
de cinética de actina, a taxa de polimerizacdo de actina aumentou com relacédo a
reacdo controle contendo somente actina. Esse comportamento de ADF/cofilinas é
atribuido, normalmente, a quebra de filamentos, o que gera mais extremidades aptas
e disponiveis para polimerizacdo (ICHETOVKIN et al, 2002). Porém,
Andrianantoandro e Pollard (2006) mostraram que 0 aumento na taxa de
polimerizacao por ADF/cofilinas poderia ser causado por promoc¢éao da nucleagéo dos
filamentos por essas proteinas, quando presentes em altas concentracdes. Essa
hipétese seria compativel com o comportamento de NcCADF e TgADF (MEHTA;
SIBLEY, 2010) nessas condicfes. Embora o aumento da taxa de polimerizacédo de
actina de coelho seja detectado em concentracdes mais baixas de NCADF e TgADF,
quando o ensaio de cinética de polimerizacao foi realizado com TgADF usando actina
de T. gondii recombinante (TgACT), todas as concentragcbes de TgADF testadas
causaram diminuicdo da taxa de polimerizacdo de actina de T. gondii, mesmo em

concentragdes extremamente baixas como 25 nM (MEHTA; SIBLEY, 2010).
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As hipdteses levantadas pelos autores daquele trabalho para explicar essa
diferenca na polimerizacdo de actinas de coelho e homdéloga atribuia a causa desse
comportamento a maior afinidade entre TJADF e TgACT ou que a polimerizacao de
TgACT seria mais lenta e sensivel a inibicdo (MEHTA; SIBLEY, 2010). Actina de
mamiferos apresenta polimerizacao limitada, termodinamicamente, pela nucleacéo,
ou seja, pela formacao inicial de dimeros e trimeros. Apds a formacao de trimeros, a
elongacdo ocorre rapidamente de maneira a depender da concentracdo de
mondmeros disponiveis (BLANCHOIN et al., 2014).

Actina de organismos apicomplexas apresenta uma dinamica ndo convencional
(SAHOO et al., 2006; SKILLMAN et al., 2013). Skillman et al. (2013) mostraram que
TgACT nao apresenta nucleacdo como fator limitante de polimerizacéo, propondo um
modelo de polimerizag&o isodésmica. Considerando o modelo de Andrianantoandro e
Pollard (2006), de que a contribuicdo principal de cofilinas humana e de S. pombe
para aumentar a taxa de polimerizacdo espontanea de actina é a promocdo da
nucleacao, propde-se aqui a hipétese de que o aumento na taxa de polimerizacdo de
actina de coelho, quando presentes em concentracdes menores de NCADF ou TgADF,
pode ocorrer devido a capacidade conservada dessas proteinas em nuclear actinas
de mamiferos.

A atividade de nucleacdo ndo ocorreria para actina homologa, pois esta néo
apresentaria nucleacdo como fator limitante de polimerizagdo, prevalecendo o
sequestro de mondmeros e consequente diminuicdo da taxa de polimerizacdo. A
atividade de sequestro de mondémeros seria visivel e prevaleceria sobre a nucleacao
somente quando estas proteinas estdo presentes em concentragcdes mais altas no
meio. Essas diferencas de atividade dependente de concentracdo poderiam estar
relacionadas a variadas afinidades a sitios de ligacédo especificos em actina-G. Como,
estruturalmente, actina de organismos apicomplexas e actina de mamiferos
apresentam diferencas (VAHOKOSKI et al., 2014), seriam necessarias analises
voltadas especificamente para avaliacdo de afinidade de NcADF ou TgADF por sitios
de ligagdo em actina-G heteréloga e homodloga para fundamentar ou ndo essa
hipétese.

A diminuicdo da fluorescéncia de Pl-actina (ou seja, diminuigcdo da quantidade
de filamentos) no estado estacionario em presenca de NCADF é mais um indicativo
de sequestro de mondémeros. NCADF presente na solucdo sequestra actina-G de

coelho, diminuindo a disponibilidade dessas subunidades para a polimerizagdo. O
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estado estacionario € atingido quando as taxas de polimerizacéo e despolimerizacao
de actina estdo em equilibrio e, em presenca de NcCADF, o nimero de filamentos de
actina diminui, uma vez que a disponibilidade de mondmeros pode estar
comprometida devido a ligacdo com NcADF. A mesma caracteristica foi observada
com TgADF (MEHTA; SIBLEY, 2010), actoforina (MACIVER et al., 1991), ADF1 de A.
thaliana (HAWKINS et al.,, 1993). Em contraste, um excesso de duas vezes a
molaridade de PfADF1, comparada com a de actina, ndo ocasionou alteracbes na
fluorescéncia em estado estacionario (SCHULER et al., 2005a).

A ligacéo direta entre NCADF e Mg-ATP-actina-G foi demonstrada através de
ensaios de ligacdo com ou sem o uso de agentes formadores de ligacdo cruzada. O
ensaio bidimensional, baseado em Maciver e Weeds (1994), mostrou uma regiao no
gel onde, aparentemente, NCADF e actina de coelho migraram juntos, indicando
interacdo, mesmo que pequena, entre eles. Nao foram encontrados trabalhos que
tenham realizado esse ensaio para ADF de apicomplexas. Para confirmar a presenca
de interacdo entre essas proteinas, formaldeido e EDC foram utilizados para
observacéo de interacdo. O EDC é um composto tradicionalmente utilizado para
visualizacao de ligacdes transientes entre proteinas e seu uso para visualizacdo de
ligacdo entre ADF/cofilinas e actina € bem estabelecido (MACIVER et al., 1994;
PFANNSTIEL et al., 2001; WONG et al., 2014). Com relacdo ao uso de formaldeido
com esse objetivo, ndo foram encontrados relatos na literatura. Na presenca de ambos
os agentes foi observada fraca interacdo entre NCADF e actina-G, através da
formacdo de uma banda de tamanho compativel com o peso molecular somado de
ambas as proteinas (~60 kDa). Essa banda formada ndo poderia indicar um dimero
de actina, pois o dimero teria, pelo menos, 84 kDa, resultando da soma dos pesos
moleculares de dois mondmeros de actina (~42 kDa cada). Quando 4% de
formaldeido foi utilizado, NCADF pdde ser detectada através do uso de soro anti-
NCcADF na banda de 60 kDa.

A ligacéo entre actoforina e actina-G foi determinada como sendo uma interacao
equimolar (MACIVER; WEEDS, 1994). A afinidade por actina-G também foi
observada, de maneira direta, em PfADF1 (SCHULER et al., 2005a) e também com
ADF e cofilina de frango (CHEN et al., 2004). Indiretamente, através de avaliacdo de
troca de nucleotideos, a ligacao entre TJADF e ATP-actina-G foi observada, uma vez
gue TgADF inibe a troca de nucleotideos de actina-G (MEHTA; SIBLEY, 2010).
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5.1.3Quebra de filamentos de actina

Além do desmonte de actina-F, cuja causa foi atribuida ao sequestro de
mondmeros de actina por NCADF e despolimerizacdo, também pdde ser observada
guebra (denominada severing em ingés) de filamentos e associacdo, mesmo que
discreta, de NCADF a actina-F. ADF/cofilinas canbnicas interagem com actina-F e
causam, em baixas concentracbes, o desmonte dos filamentos por quebra ou
despolimerizacao (ANDRIANANTOANDRO; POLLARD, 2006; ONO, 2007).

Sitios conhecidos de interacdo com actina-F descritos em ADF/cofilinas estédo
ausentes em NCADF e em ADF de outros organismos apicomplexas (com excecao de
PfADF2). Essa caracteristica pode, portanto, ser determinante para a relativa baixa
interacdo detectada entre essas ADF e actina-F (MEHTA; SIBLEY, 2010; WONG et
al., 2011). Aqui, foram mostradas evidéncias tanto de interagédo entre NCADF e actina-
F de coelho, como de quebra de filamentos. Em 2011, Wong et al. mostraram que o
residuo LYS72 de PfADF1, correspondente ao LYS68 em NCADF, Unico residuo
basico exposto ao solvente pertencente ao diminuido F-loop de organismos
apicomplexas, é essencial para a quebra de filamentos por PfADF1 in vitro. Em T.
gondii, € conhecido que o knockdown de TgADF causa protrusdo da regiao apical e
acumulo de actina nos polos de taquizoitas extracelulares, assim como alteracées na
motilidade (MEHTA,; SIBLEY, 2011). A restauracdo do knockdown com TgADF
mutado com substituicdo de LYS68 por ALA68 apresentou um fendtipo igual ao do
taquizoita selvagem e restaurou funcionalmente caracteristicas de motilidade,
mostrando que in vivo, a substituicdo desse sitio ndo altera funcdes dependentes da
dindmica de actina (HAASE et al., 2015). Analisando os resultados de PFADF1 mutado
in vitro (WONG et al., 2011) e TgADF mutado in vivo (HAASE et al., 2015), ndo é
possivel determinar um consenso sobre a importancia do sitio LYS72 (Plasmodium) e
LYS68 (N. caninum e T. gondii) na quebra de filamentos em organismos do filo
Apicomplexa. Interessantemente, Wong et al. (2014) detectou sitios de ligacdo de
PfADF1 com filamentos de actina, denominado sitios de ligacdo a actina-F 2 (os sitios
de ligacdo a actina-F 1 sdo aqueles citados anteriormente), atraves de analise por
espectrometria de massas de interagdo de PfADF2 com actina de coelho com uso de
agentes formadores de ligagbes cruzada (figura 63, A). Os sitios GLU81, LYS100 e
ASP117/120 foram encontrados em PfADF1 como responsaveis por interacdo com
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actina-F. Dos sitios de ligacao a actina-F 2 descritos em PfADF1, somente LYS100 e
ASP117 sao conservados em NCADF, correspondentes aos residuos LYS113 e
ASP96, respectivamente (figura 63, B, em verde). A ligacdo entre NCADF e actina-F
encontrada neste trabalho poderia ocorrer através do sitio LYS68 (base do pequeno
F-loop) e também pelos dois sitios de ligacdo a actina-F 2 conservados em NCADF.
Porém, em uma analise de mutagénese, os residuos LYS100 e ASP120 foram
substituidos por alanina, o que resultou em perda da capacidade de PfADF1 mutada
em desmontar os filamentos de actina e, por extensao, de ligar-se a actina-F (WONG
et al., 2014). Tais resultados indicaram a importancia da fungcéo conjunta dos sitios
mapeados para ligacdo e desmonte de actina-F. Apesar de glutamato e aspartato
serem aminoacidos similares (GLU81 de PfADF1 e ADF76 de NcADF), seriam
necessarias avaliacfes experimentais para determinar se, mesmo com as diferencas
de aminoéacidos observados entre PFADF1 e NcADF, o sitio de ligacédo a actina-F 2

estaria presente em ADF de N. caninum.
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Figura 63. Sitios de ligacdo de actina-F 2 em fator de despolimerizagdo de actina 1 de
Plasmodium falciparum (PfADF1). Representacdo dos sitios de ligacdo de actina-2 identificados em
PfADF1 por uso de agentes formadores de ligacdes cruzadas, seguido de andlise por espectrometria
de massas (WONG et al., 2014). A) Os residuos de PfADF1 identificados como ligantes de actina s&o:
residuo GLU81 (peptideo 81-86, vermelho), LYS100 (peptideo 96-101, azul escuro) e ASP117/120
(peptideo 101-122, ) Estes residuos ligam-se aos residuos LYS328 (peptideo 327-335,
), GLU99/100 (peptideo 96-113, azul escuro), LYS328 (peptideo 327-335, ),
respectivamente. Fonte da imagem: WONG et al., 2014. B) Alinhamento entre sequencias proteicas de
PfADF1 e NcADF. Na seta vermelha, residuo GLU81; na seta azul escura, LYS100; nas setas
, residuos ASP117/120. Nos retangulos verdes, residuos LYS113 e ASP96 de NCcADF,
conservados entre ambas as sequéncias de ADF. Em * roxos, sitios mutados por alanina por WONG
et al., 2014.
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Com discutido anteriormente, a capacidade de NcADF de desmontar os
filamentos de actina ndo depende do pH in vitro. Porém, a interacdo entre NCADF e
actina-F foi observada somente em pH 6,5 enquanto que TgADF ligou-se em maior
quantidade a actina-F em pH acidico (MEHTA; SIBLEY, 2010). De maneira geral,
ADF/cofilinas tém sua interacdo com actina-F regulada pelo pH (AIZAWA et al., 1995;
HAWKINS et al.,, 1993; YONEZAWA et al., 1985), com algumas excec¢des, como
actoforina, que interage com actina-F nos extremos de pH alto e baixo (MACIVER et
al., 1998). A interacdo ADF/cofilina-actina sensivel ao pH ainda ndo tem um
mecanismo elucidado e pode ser explicada por trés hipoteses: (A) pode ser
ocasionada por residuos titulaveis na superficie das proteinas; (B) a estrutura terciaria
de ADF/cofilina pode sofrer alteragbes de acordo com o pH; (C) mudancas de

conformacdo na superficie de actina moduladas pelo pH (BLONDIN et al., 2002).
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Considerando as hipéteses listadas acima, Blondin et al. (2002) detectaram uma
mudanca de conformacdo pH-dependente no subdominio 1 de actina que poderia
explicar a sensibilidade ao pH da interacdo entre ADF e actina.

A observagao da ligacdo de NCADF a actina-F, mesmo que discreta e apenas
em pH baixo, mas existente, foi acompanhada de desmonte de filamento de actina.
Evidéncias indiretas de quebra de filamentos por NCADF também foram inicialmente
observadas. Uma delas é o aumento da fluorescéncia seguido de diminuicéo, o efeito
de ultrapassagem (overshoot), observado no ensaio de cinética de polimerizacéo de
actina (figura 64). Dentre ensaios com ADF/cofilinas, o efeito de ultrapassagem foi
observado em presenca de actoforina (COOPER et al., 1986; MACIVER et al., 1991),
ADF1 de A. thaliana (CARLIER et al.,, 1997; SCHULER et al., 2005a), cofilina de
levedura (MOON et al., 1993) e depactina de estrela-do-mar (MABUCHI, 1983). Esse

efeito foi associado a quebra de filamentos por actoforina (MACIVER et al., 1991).

Overshoot

Fluorescéncia de pireno (UA)

Tempo (s)

Figura 64. Representacdo do efeito de ultrapassagem ou overshoot. O overshoot pode ser
observado em ensaios de cinética de polimerizagdo de pireno-actina (Pl-actina) e representa um
aumento na fluorescéncia seguido de diminui¢cdo, formando um pico. Fonte: adaptado de BROOKS;
CARLSSON, 2008.

O efeito de ultrapassagem observado em presenca de 6 e 10 uM de NcADF foi
revertido quando fosfato inorgéanico foi adicionado a reagdo contendo 10 pM de
NcADF. Fosfato inorganico (Pi) interage com actina-F, gerando uma forma
intermediaria ADP-Pi-actina, a qual estabiliza filamentos (CARLIER et al.,, 1991;
NOMURA et al., 1975). Maciver et al. (1991) demonstraram que a adicdo de tampao
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fosfato a reacéo inibe a ligacdo entre actoforina e actina, assim como inibe a quebra
de filamentos por essa proteina. Além disso, tampéao fosfato causa reducéo da taxa
de despolimerizacao de actina em presenca de actoforina (BLANCHOIN; POLLARD,
1999; MACIVER; WEEDS, 1994). E provavel que esses efeitos sejam causados pela
competicdo de actoforina e Pi pela ligacdo em ADP-actina-F (BLANCHOIN;
POLLARD, 1999). Aléem do efeito em actoforina, também foi observado que a
presenca de Pi reduz a taxa de ligacao de cofilina de levedura a actina-F (MUHLRAD
et al., 2006). Desse modo, a total inibicdo do efeito de ultrapassagem por NcCADF,
observado durante a polimerizacdo de actina, pode ter sido causado pela
estabilizacdo de filamentos em presenca de Pi e impedimento da ligacdo de NCADF a
actina-F, prevenindo a quebra de actina-F por NCADF. Esse resultado seria, portanto,
uma evidéncia indireta de interacao entre NCADF e filamentos de actina, assim como
da atuacdo de NCADF na quebra de actina-F. Ademais, a inibicdo da quebra de
filamentos por Pi pode indicar que NCADF apresenta maior afinidade por ADP-actina
do que por ADP-Pi-actina ou ATP-actina.

Para avaliar mais especificamente a capacidade de quebra de actina-F por
NCcADF, foi realizada andlise por viscosimetria de baixo cisalhamento. Foi observada
reducado de quase 90% da viscosidade da solucdo em presenca de alta concentracao
de NcADF (10 pM). Comparativamente, € uma atividade de quebra pequena,
considerando que apenas 1 uM de actoforina e 8 uM de ADF humana causaram a
mesma reducao de viscosidade (MACIVER et al., 1998). A baixa atividade relativa de
guebra de filamentos também foi descrita em TgADF, por observacdo direta e
comparativa a cofilina de S. pombe (MEHTA,; SIBLEY, 2010). Essa fraca atividade de
quebra de filamentos por TgADF foi atribuida, por Mehta e Sibley (2010), ao fato de
actina-F ser transiente e atividades de quebra acentuadas poderiam impedir uma certa
estabilidade dos filamentos pelo tempo em que seriam necessarios para 0S processos
celulares. PfADF1 mostrou atividade de quebra de filamentos de actina de coelho
comparavel a quebra por cofilina de S. pombe e cofilina 1 humana (WONG et al.,
2011). Recentemente, foram detectados pela primeira vez filamentos de actina in vivo
em T. gondii, formando uma rede de actina que conecta, apos replicacdo dos
parasitas, as regides posteriores de células filhas, com expansédo da rede para todo o
vacuolo parasitoforo, assim como uma rede de actina entre os vacuolos (PERIZ et al.,
2016). Filamentos de actina haviam sido observados in vivo, anteriormente, também
em Theileria annulata (KUHNI-BOGHENBOR et al., 2012). O papel de actina em



DISCUSSAO 157

outros processos além da motilidade por deslizamento, como replicacdo (HAASE et
al., 2015; PERIZ et al., 2016) e motilidade de granulos densos (HEASLIP et al., 2016)
também pode estar sujeito a regulacdo por ADF. Esse mecanismo conservado, porém
discreto, de interacdo com actina-F presente em ADF/cofilinas de organismos
apicomplexas (MEHTA; SIBLEY, 2010; WONG et al., 2014) pode ter um papel
importante na regulacdo de filamentos de actina observados durante a replicacéao
(Periz et al, 2016). A importancia de actina nos organismos desse filo tem sido
atribuida ao longo do tempo quase que exclusivamente a invasao e motilidade por
deslizamento. Em vista disso, a investigacdo da atividade de ADF ficou restrita a
atribuicdo de funcéo regulatéria apenas nesse mecanismo. Com outros processos
celulares envolvendo actina sendo descritos recentemente, a investigacdo das
fungbes de ADF torna-se mais abrangente.

A caracterizacdo de NCADF desenvolvida aqui permitiu uma contribuicdo para a
investigacdo do papel de mais uma peca no quebra-cabecas que € a compreensao
dos fatores regulatérios na dindmica de actina. Esses fatores estéo, por consequéncia,
envolvidos em processos celulares criticos como motilidade celular, citocinese,
fagocitose, replicacdo e endo/exocitose em eucariotos e ainda estdo longe de serem
completamente elucidados. Especialmente em organismos do filo Apicomplexa, essa
regulacdo de actina, que é conhecida por sua dinamica ndo convencional (SAHOO et
al., 2006; SCHULER et al., 2005b; SKILLMAN et al., 2013; VAHOKOSKI et al., 2014),
ainda apresenta incontaveis lacunas a serem preenchidas. A observacédo recente de
filamentos de actina in vivo em T. gondii e 0 envolvimento desses filamentos em
processos distintos de invasao (PERIZ et al., 2016) abriu novas possibilidades de
investigacdo de ABPs e de fatores regulatorios de dinAmica de actina, de maneira
geral, em outros processos celulares importantes para a sobrevivéncia de parasitas
do filo Apicomplexa. Em N. caninum, especificamente, as investigacdes nesse sentido
ainda sdo minimas, e, apesar das discussdes serem direcionadas para processos com
grande probabilidade de conservacdo com mecanismos elucidados de T. gondii, ndo
€ possivel afirmar, ao certo, 0 quanto esses mecanismos permanecem
completamente conservados entre N. caninum, T. gondii € 0S outros organismos que

compartilham o filo Apicomplexa.
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5.2 Proteina associada a ciclase de N. caninum (NcCAP)

Proteinas associadas a ciclase (CAP) sdo importantes proteinas reconhecidas
por seu papel na regulacdo da dindmica de actina, assim como outros processos
celulares (ONO, 2013). Essas proteinas, assim como ADF, fazem parte do restrito
arsenal de ABPs identificadas em organismos apicomplexas (BAUM et al., 2006).
Entretanto, h& poucos trabalhos na literatura que investigam o papel dessa proteina
em organismos desse filo, ficando restritos a CAP de Plasmodium e Cryptosporidium
parvum (HLISCS et al., 2010; MAKKONEN et al., 2013). Nesses organismos foi
mostrado que CAP, apesar de ser truncada com relacdo a CAPs de outros eucariotos
(ver discussdo adiante), mantém a funcdo reguladora de dindmica de actina,
conservada em todos 0s organismos eucariotos em que essa proteina foi estudada.
De maneira geral, CAPs atuam como proteinas que se ligam a actina (ABPs) com
funcbes de sequestro de monémeros de actina, inibicdo da troca de nucleotideos de
actina-G, assim como intera¢do com actina-F, causando sua despolimerizacéo e até
guebra de filamentos (ONO, 2013). Desse modo, é provavel que CAP de N. caninum
(NcCAP) participe, juntamente com actina e outras ABPs, da manutencdo de
processos-chave para a sobrevivéncia e proliferacdo de N. caninum nas células
hospedeiras como invaséo, replicacao e egresso, além de outros possiveis processos
envolvendo dindmica de actina. A compreenséo do papel exercido por NcCAP nos
processos celulares de N. caninum pode, assim como NcADF, contribuir para a
elucidacdo de mecanismos, permitindo o desenvolvimento de estratégias de combate
a infeccdo por esse parasita.

Para este trabalho, um gene, de acesso NCLIV_054140, cujo produto expresso
apresentou potencial para corresponder a NcCAP, foi selecionado em banco de dados
para caracterizacdo. Esse acesso também foi identificado em ESA de N. caninum
(POLLO-OLIVEIRA et al., 2013). A proteina expressa por esse gene foi submetida a
caracterizagao in silico e molecular, apos a geracdo de anticorpos policlonais a partir
do soro de camundongos imunizados com a proteina NcCAP recombinante.

O acesso identificado neste trabalho teve seu produto de expressao analisado
quanto a presenca de dominios e identidade/similaridade com CAPs de outros
organismos apicomplexas e Srv2 de Saccharomyces cerevisiae. A presenca de
dominio CAP-C entre os aminoacidos 6 e 221 é um forte indicativo de que a proteina

analisada seja uma CAP. De maneira geral, CAPs possuem diversos dominios e
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regides de importancia, dentre eles destacam-se a regido N-terminal, regido C-
terminal (CAP-C), o dominio WH2 e regido rica em prolina (ONO, 2013). Todavia,
organismos apicomplexas e outros protozoarios apresentam somente a regido C-
terminal (CAP-C), que é responsavel pela ligacdo com actina-G (BAUM et al., 2006;
HLISCS et al., 2010, figura 65). Além do dominio CAP-C, 35% idéntico a mesma
regido de Srv2, uma regido compreendida por aminoacidos N-terminais de CAPs de
apicomplexas, incluindo NcCAP, alinhou-se ao dominio WH2 e & regido de transicao
subsequente de Srv2. A identidade do alinhamento foi insignificante, indicando que
esses aminoacidos de CAPs de apicomplexas nao correspondem ao referido dominio.
Essa observacao divergiu de resultados de alinhamento mostrados anteriormente
para CAPs de Plasmodium, Toxoplasma e C. parvum com Srv2 (HLISCS et al., 2015),
onde essa regido de identidade insignificante pelo dominio de homologia a WH2
ocorreu apenas para CpCAP. Essa diferenca pode ter sido ocasionada pelo uso de
diferentes algoritmos de alinhamento, porém, Hlics et al. (2010) ndo especificaram
qual o método de alinhamento utilizado naquela ocasido. Apesar das divergéncias,
NcCAP apresentou residuos conservados com CAPs de outros organismos
apicomplexas, assim como com Srv2. Desse modo, a identificacdo do dominio CAP-
C conservado e a identidade com outras CAPs indicam que o acesso NCLIV_054140
€ uma CAP de N. caninum.

A sequéncia primaria de NcCAP fornecida pelo banco de dados apresenta uma
regido N-terminal de 17 aminoacidos que nao mostra identidade com nenhuma
sequéncia com a qual foi alinhada. Esses 17 aminoacidos encontram-se localizados
antes de uma MET18, que apresenta identidade com a MET1 de TgCAP. Portanto, é
possivel que essa regido nao faca parte do produto de expressdo do gene referente
ao acesso NCLIV_054140.
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Figura 65. Dominios de Srv2/CAP. Representacdo esquematica dos dominios de CAP candnicas
(CAP) e de protozoérios (CAP-C) e suas funcbes de ligacdo com outras proteinas como adenilato
ciclase, profinilina, Abl, ABP1 e actina (adaptado de ONO et al., 2013).

NcCAP foi clonada e expressa em E. coli BL21(DE3) através de dois plasmideos,
pET32a(+) e pET28a(+); a expressdo de NcCAP por pET32a(+) foi confirmada por
espectrometria de massas. Todavia, nao foi possivel, nas condi¢des testadas, obter
essa proteina recombinante na forma soluvel, mesmo utilizando o plasmideo
pET32a(+). Esse plasmideo expressa uma cauda de tioredoxina (de 109 aminoacidos)
fusionada a proteina-alvo, com objetivo de aumentar a expresséao fora de corpos de
inclusdo, devido a alta estabilidade e solubilidade caracteristicas de tioredoxina
(LaVALLIE et al., 1993), além de suas caracteristicas de facilitadoras de folding de
proteinas (BERNDT et al., 2008). Outras condicbes conhecidas por diminuir a
expressao de proteinas recombinantes em corpos de inclusdo foram testadas, como:
baixas concentracdes de IPTG e baixas temperaturas de indugédo. Apesar disso, nao
foi possivel obter NcCAP na forma soluvel neste trabalho, impossibilitando sua
avaliacdo bioquimica sobre a dindmica de actina de coelho, como foi feito com NCADF.
Essa mesma dificuldade também foi relatada durante a tentativa de expresséao soltvel
de PfCAP (HLICS et al., 2010), apesar dessa mesma proteina ter sido expressa na

forma soluvel posteriormente (MAKKONEN et al., 2013). NcCAP pbde ser expressa
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em nosso laboratorio de maneira soluvel fusionada a uma cauda N-terminal de 8 kDa
de peptideo soluvel através de um plasmideo hibrido (pET28 1080; patente
depositada), desenvolvido em nosso grupo de pesquisas pelo Dr. Luiz Miguel Pereira;
a expressao esta mostrada na dissertacdo de mestrado de Bruno Bonamichi Bueno,
(BUENO, 2016). Entretanto, a expressao de NcCAP sollvel nessas condi¢cdes nao foi
possivel durante o estagio sanduiche realizado na Universidade de Edimburgo, onde
foi feita a purificacdo sollvel e caracterizagdo bioquimica de NcADF. O plasmideo
pET28_1080 recombinante foi transportado para Edimburgo e sua transformacéo foi
alcancada, embora dificuldades similares as relatadas para NCADF (item 4.1.2.1)
tenham sido encontradas no processo. Porém, sua expressao nao foi obtida naquela
oportunidade.

Como foi expressa, visualmente, em maior quantidade em pET32a(+) do que em
pET28a(+), animais foram imunizados com NcCAP_pET32 e o soro resultante foi
utilizado na caracterizacdo molecular dessa proteina endégena em taquizoitas de N.
caninum. O soro mostrou-se especifico para deteccdo de proteinas em N. caninum,
uma vez que nao detectou proteinas em extrato total de céluas Vero através de
western blot (dados ndo mostrados). O soro anti-NcCAP foi capaz de detectar ambas
as formas recombinantes de NcCCAP expressas neste trabalho por western blot, além
da deteccao de ~25 e ~20 kDa a partir de extrato total de N. caninum. Adicionalmente,
através de western blot 2-D foram detectados spots com aproximadamente 23, 30 e
36 kDa. Os pesos moleculares das detecgbes em western blot 1-D e 2-D foram
préximos, apesar da pequena divergéncia. Essa diferenca de valores poder ter
acontecido por diferentes velocidades de migracdo das amostras nos dois
experimentos. Os spots detectados com peso molecular de ~36 kDa também foram
detectados por western blot 1-D quando o soro foi testado em concentracbes mais
altas (resultado ndo mostrado) e a detec¢do em western blot 2-D pode ter acontecido,
pois aqui a amostra estava presente no gel em maior concentracdo. Os spots
correspondentes a detec¢cado em western blot 2-D foram analisados por espectrometria
de massas. Entretanto, as buscas ndo mostraram identificacdo com proteinas dos
bancos de dados utilizados. Os estudos realizados com CAPs de apicomplexas
voltaram-se & caracterizagdo bioquimica, cristalizacdo e transfec¢cdo ou nocaute in
vivo (HLISCS et al, 2010; MAKKONEN et al., 2013) e ndo foram encontradas, portanto,
avaliacbes moleculares envolvendo anticorpos especificos para comparacdo com

resultados de western blot uni ou bidimensional para organismos desse filo.
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Entretanto, uma caracterizacdo com abordagem prote6mica de avaliacao de proteinas
globais de T. gondii identificou um spot em SDS-PAGE 2-D correspondente a CAP
dessa espécie com pl menor que 7 e peso molecular ndo especificado no estudo
(COHEN et al., 2002). Em outra analise protebmica mais abrangente de taquizoitas
de T. gondii, CAP foi identificada em cinco spots, porém néo foram especificados pl
ou peso molecular de todos eles (XIA et al., 2008). Nesse mesmo estudo, CAP foi
identificada também em gel unidimensional em regido do gel correspondente a
aproximadamente 20 kDa.

A imunolocalizacdo de NcCAP enddgena em taquizoitas extracelulares de N.
caninum mostrou, em alguns taquizoitas, um padrdo similar ao da imunolocalizacéo
de actina (NcAct; apéndice G), com predominancia nas regibes periféricas. A
localizacdo de NcAct em taquizoitas de N. caninum foi mostrada na dissertagdo de
mestrado (BARONI, 2012). A aparente colocalizacdo com NcAct indica forte atuagéo
de NcCAP nos processos envolvendo dinamica de actina in vivo de N. caninum. A
localizacdo de CAP na regido periférica da célula foi observada em Dictyostelium
discoideum (NOEGEL et al., 1999; YU et al.,, 1999), enquanto que em mondcitos
humanos, CAP1 foi identificada associada a membrana plasmatica (LEE et al., 2014).
A colocalizacdo de CAP com actina foi observada em S. cerevisiae (FREEMAN et al.,
1996), células de mamiferos (BERTLING et al., 2004) e em hifa e tubo germinativo de
Magnaporthe oryzae (ZHOU et al., 2012). Em organismos apicomplexas néo foram
encontrados trabalhos que tenham realizado a localizagéo in vivo de CAP.

Embora ndo tenha sido possivel a caracterizacdo bioquimica e funcional de
NcCAP, por motivos discutidos acima, a caracterizagdo molecular e in silico

permitiram contribuir com uma viséo geral da proteina em taquizoitas de N. caninum.

5.3 Caracterizacdo do soro anti-NcAct2o1-310

Neste trabalho, também foi gerado o soro anti-NcActzo1-310 a partir da proteina
recombinante NcAct2o1-310, que corresponde a regido compreendida entre o0s
aminoacidos 201 e 310 de actina de N. caninum. A impossibilidade de expressao, em
sistema procariético, de NcAct recombinante completa, levou a expressao de uma
regido com menor identidade entre NcAct e actina de células Vero. Essa proteina foi
expressa durante o mestrado (BARONI, 2012) com o objetivo de gerar um soro

especifico contra actina de N. caninum, uma vez que o anticorpo monoclonal anti-3-
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actina C4, que foi capaz de detectar NcAct, também apresenta uma capacidade
universal de reconhecer actina de diversas células, inclusive das células Vero. Essa
caracteristica impossibilitaria a localizagdo de NcAct em taquizoitas intracelulares, por
exemplo.

Actina é uma proteina abundantemente expressa em células eucaribticas de
maneira geral e com funcdo determinante em processos celulares. Organismos
apicomplexas possuem actinas mais primitivas e divergentes caracterizadas até entao
(VAHOKOSKI et al., 2014) e que apresentam propriedades diferentes de actinas dos
demais eucariotos, como abundéancia preponderante da forma monomeérica in vivo,
filamentos instaveis (DOBROWOLSKI; SIBLEY, 1996; WETZEL et al.,, 2003),
polimerizacdo isodésmica (SKILLMAN et al., 2013), hidrdlise de ATP na forma
monomeérica e polimerizacao instantanea também em presenca de ADP (VAHOKOSKI
et al., 2014). Em N. caninum, foi mostrado que actina possui nove isoformas,
identificadas por SDS-PAGE 2-D e espectrometria de massas, diferentemente de
células Vero, que possuem apenas trés (BARONI, 2012). Em T. gondii, diferentes
isoformas de actina foram identificadas anteriormente em estudos de avaliagéo geral
do proteoma (XIA et al., 2008), porém, ndo foram encontrados trabalhos especificos
gue investigassem mais detalhadamente essas isoformas.

Inicialmente, a tentativa de caracterizacdo do soro anti-NcAct2o1-310, através de
western blot a partir de extratos totais de N. caninum e de células Vero, mostrou uma
incapacidade do soro em questdo em reconhecer actina dessas células, naquelas
condigbes. Todavia, o soro anti-NcActzo1-310 reconheceu proteinas que ficaram na
regiao superior de PAGE nativa, da mesma maneira que o anticorpo anti-B-actina C4.
E interessante comparar esse resultado com aquele obtido no ensaio bidimensional
de ligagdo de NCADF e actina de coelho (item 4.1.4.5). Naquela oportunidade, foi
possivel observar que parte da actina aplicada em PAGE nativa ficou retida na regido
superior do gel. Apesar das condi¢cbes utilizadas nos ensaios serem bastante
diferentes — aqui, foi utilizado extrato total de N. caninum em PAGE de 10%, e no
ensaio bidimensional, uma mistura de actina de coelho e NcADF em PAGE de 8,5%
— 0 comportamento de actina de coelho purificada poderia indicar um comportamento
similar de NcAct enddgena. Esse paralelo poderia demonstrar uma evidéncia de que
0 soro anti-NcActzo1-310 € Sim capaz de reconhecer NcAct endogena.

Em conjunto, os resultados mostraram que o soro anti-NcAct2o1-310, apesar de

nao especifico para reconhecimento de proteina apenas de N. caninum, apresentou
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uma capacidade maior de reconhecer proteinas, possivelmente NcAct, na forma
nativa. Interessantemente, os anticorpos gerados contra uma regido de proteina
linearizada ndo foram capazes de reconhecer a proteina completa em sua
conformacao linear. Uma possivel explicacdo € que o fragmento de NCADF sofreu
montagem (folding) parcial no tampéo com adjuvante durante a imunizagao, tornando
alguns epitopos acessiveis ao sistema imunoldgico somente formados em proteina
com uma conformacao especifica. Essa explicacdo resultaria em impossibilidade de
deteccdo da proteina recombinante desnaturada pelo soro. Todavia, a proteina
recombinante apresenta cauda 6 X histidina e a deteccao da proteina recombinante
pelo soro poderia estar ocorrendo por deteccdo de epitopos da cauda e ndo do
fragmento em si. Para avaliar a localizagdo do fragmento NcActzo1-310 Na estrutura
terciaria de actina, foi utilizada a estrutura terciaria elucidada de actina | de P.
falciparum (PfAct |; acesso PDB 4CBU), cuja sequéncia primaria € 93% idéntica a
NcAct (figura 66). O acesso 4CBU (VAHOKOSKI et al.,, 2014) foi obtido por
cristalizacdo de PfAct | (cadeia A; figura 66, verde e vermelho) ligada a gelsolina
(cadeia G; figura 66, cinza). A regido correspondente aos aminoacidos 201-310 foi
destacada em vermelho tanto na representacdo como cartoon (figura 66, A), quanto
da superficie da proteina (figura 66, B). A regido 201-310 compreende tanto
aminoacidos expostos ao solvente, quanto aminodcidos internos a estrutura. Uma
conformacdo similar a essa que o fragmento assume na figura 66 pode ser
responsavel pela formacéo de epitopos identificados pelos anticorpos presentes no
soro anti- NCAct2o1-310.

O Unico resultado que mostrou capacidade similar do soro em reconhecer
proteinas desnaturadas e nativas foi o dot blot, com diferencas de resultados
observados entre as membranas de nitrocelulose e PVDF. Essa diferenca pode ser
decorrente das diferentes caracteristicas fisicoquimicas das composi¢cdes das
membranas, uma vez que a membrana de PVDF é mais hidrofébica que a
nitrocelulose, podendo ocorrer perda de proteinas daquela membrana durante as

lavagens, ocasionando, consequentemente, um sinal mais fraco apoés a revelagéo.
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A) PfAct |

B)

Gelsolina Gelsolina

Figura 66. Estrutura terciaria de actina | de Plasmodium falciparum (PfAct I) com destaque para
regido compreendendo aminoacidos 201-310. Estrutura terciaria de PfAct I, vermelho e verde,
ligada a gelsolina de camundongo, cinza (acesso PDB 4CBU). A regido compreendida pelos
aminodcidos 201-310 esta destacada em vermelho. A) Representacdo da estrutura em cartoon. Os
nameros 1-4 indicam a localizagdo dos subdominios de actina. B) Representacédo da superficie da
estrutura. As estruturas estdo mostradas com giro de 180° entre si em relacdo ao eixo y.

Na&o foi possivel determinar, através dos resultados apresentados neste trabalho,
a especificidade do soro quanto a deteccdo exclusiva de actina. Entretanto, a
imunolocalizacdo promoveu marcacao da regido periférica dos taquizoitas, de acordo
com os resultados encontrados anteriormente com soro anti-B-actina C4. Resultados
de imunofluorescéncia por microscopia confocal utilizando soro anti-B-actina C4

mostraram que actina de taquizoitas de N. caninum localizam-se na regido periférica
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da célula (BARONI, 2012; apéndice G). A marcacado da regido nuclear pode indicar
uma afinidade do soro anti-NcActzo1-310 por actina nuclear, que pode ser importante
para a divisdo celular (KAPOOR; SHEN, 2014).

5.4 Consideracdes finais
5.4.1 NcADF

a) O acesso NCLIV_012510 (ToxoDB) corresponde a uma ADF/cofilina de
Neospora caninum (NcADF), com presenca de dominio ADF-H e auséncia de sitios

de ligacao conservados de ligacdo a actina-F;

b) A estrutura terciaria de NCADF apresenta conformacédo similar a ADF/cofilinas

canodnicas, com 5 folhas-beta e 3 alfa-hélices;

c) NcADF recombinante é expressa na forma soltvel tanto em pET32a(+), quanto
em pET28a(+) a 18°C ou temperatura ambiente (~22°C) por 18 horas, com inducao
de 0,2 mM de IPTG, mantendo-se solavel em tampao com pH 7,0 apds purificacao;

d) O soro anti-NcADF:

- Reconhece NCADF recombinante desnaturada expressa em pET32a(+),
assim como NcADF recombinante nativa expressa em pET28a(+);
- Detecta, por western blot, trés bandas de ~25, ~20 e ~14 kDa e oito spots
de ~15, 25 e 35 kDa a partir de extrato total de N. caninum
- Localiza NcADF difusa pelo citoplasma, porém com menos intensidade
nas regifes polares de taquizoitas extracelulares de N. caninum;
e) NcADF endbgena corresponde a proteina de ~15 kDa e pl de

aproximadamente 6;
f) NcADF recombinante soluvel:

- causa pequeno desmonte de actina-F (filamentosa) de coelho de

maneira independente de pH,;

— apresenta baixa afinidade por actina-F de coelho, ligando-se a ela

somente em pH mais baixo;

- apresenta maior afinidade por filamentos de ADP-actina;
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- aumenta a taxa inicial de polimerizagao de Pl-actina de coelho quando
presente em concentragdes de 1,5, 3 ou 6 puM;

- diminui a taxa inicial de polimerizacdo de Pl-actina de coelho quando

presente em concentracdo de 10 uM;

- apresenta dependéncia positiva de Kobs de actina de coelho com relacéo

a concentracao;

- diminui a viscosidade relativa de actina de coelho de maneira
dependente de concentracao;

- aumenta a concentragao critica (Cc) de Pl-actina de coelho e diminui

fluorescéncia de Pl-actina no estado estacionario;

- liga-se a actina-G de coelho.

Portanto,
- NcADF recombinante despolimeriza filamentos de actina de coelho;
- NcADF recombinante sequestra monémeros de actina de coelho;
- NcADF recombinante quebra filamentos de actina de coelho.

5.4.2 NcCAP

a) OacessoNCLIV_054140 (ToxoDB) corresponde a proteina associada a ciclase

de N. caninum (NcCAP), com presenca do dominio CAP-C;

b) NcCAP recombinante é expressa em corpos de inclusdo através dos
plasmideos pET28a(+) e pET32a(+) em condi¢bes 37°C por 3 horas com 1 mM de
IPTG e 18°C por 18 horas com 1 mM de IPTG, respectivamente;

c) O soro anti-NcCAP:

— Detecta as duas formas de NcCAP recombinante, expressas em
pPET28a(+) e pET32a(+);

— Detecta, por western blot, duas bandas de aproximadamente 20 e 25
kDa em extrato total de N. caninum e 9 spots de ~23, 30 e 35 kDa, com pls entre 4,1
e 7.8,
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- Localiza NcCAP de forma difusa ou com predominio na regido periférica
do citoplasma de taquizoitas de N. caninum;

5.4.3 NcAct2o01-310

O soro anti-NcAct201-310:

a) N&o é capaz de detectar actina de N. caninum ou de células Vero por western

blot a partir de extrato total de N. caninum em tamp&o desnaturante;
b) E capaz de detectar a proteina recombinante NcAct201-310;
c) Detecta proteinas endégenas ndo-desnaturadas de N. caninum;
d) E capaz de reconhecer proteinas desnaturadas de N. caninum;

e) Localiza proteinas preferencialmente na regido periférica no citoplasma e em

regido, possivelmente, nuclear.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho contribuiu para o entendimento das ABPs em N. caninum e, como
consequéncia, no filo Apicomplexa. A caracterizacdo molecular permitiu a
identificacdo e localizacdo de NcADF e NcCAP em taquizoitas de N. caninum,
ampliando o conhecimento sobre essas proteinas in vivo e in vitro. Mecanismos de
funcionamento de NcADF na dinamica de actina foram desvendados: NCADF atua,
principalmente, no sequestro de monémeros de actina e quebra de filamentos. Desse
modo, a compreensdo de caracteristicas e funcdes de proteinas importantes para
regulagcdo de actina como NcCADF e NcCAP pode colaborar, futuramente, para a
elucidacdo de mecanismos-chave para a sobrevivéncia e disseminacgéo dos parasitas

pelo seu hospedeiro.
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Apéndice A. Tampoes e solug¢des utilizados em metodologias de manipulagéo

de material genético.

Tampdao/solucéo

Composicéo

Material e
Métodos*

Solucdo A

Tampao de lise

Solugéo K

Tampéao TAE

Tampao Tris-HCI

100 mM

Tampao de
ligagéo

Tris-HCI 25 mM pH 8,0; EDTA 10 mM

NaOH 200 mM e SDS 1%

CH3COOK 5 M pH 5,5

Tris acetato 0,04 M; EDTA 1 mM pH 8,3

NaH.PO4100 mM; Tris-Cl 100 mM

NaH.PO420 mM; NaCl 0,5 M; Imidazol
40 mM

-3.4.92
(Extrac&o sem
kit comercial)

-3.4.9.2
(Extracdo sem
kit comercial)

-3.4.9.2
(Extragc&o sem
kit comercial)

-3.4.10
(Eletroforese
em gel de
agarose)

-34.141.1
(Extracao total)

-34.141.1
(Extracao total)
-34.15.2.1
(Apos
verificacdo de
solubilidade
das proteinas
recombinantes)

*Item onde o tampdao/solucéo é citado em Material e Métodos.
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Apéndice B. Tampdes e solucdes utilizados em metodologias de manipulagéo
de proteinas.

Tampao/solucao

Composicao

Material e Métodos*

2

7

8

10

Tampao Tris-HCI
100 mM

Tampao de ligacdo

Ureia 8 M

Tampao de
solubilizagéo 1

Tampao de
solubilizacéo 2

Tampéo P

Tampéao de eluicdo

Tampéao de lavagem

Tampao de eluicdo
2

Tampaéo de corrida

NaH.PO,4100 mM; Tris-Cl 100
mM

NaH.PO420 mM; NaCl 0,5 M;
Imidazol 40 mM

NaH.PO4100 mM; Tris 100
mM; ureia 8 M; pH 8,0

NaH:PO,; 100 mM; NaCl 0,5 M

Tris 50 mM pH 8,0; NaCl 300

mM; glicerol 10%; Triton X-100

0,1%:; imidazol 20 mM; PMSF
1mM; benzoamidina 1 mM.

Tris 50 mM pH 7,0; NaCl 300
mM; glicerol 10%; Triton X-100
0,1%; imidazol 20 mM; PMSF
1mM; benzoamidina 1 mM. (ou
cOmplete mini protease
inhibitor, Roche, como inibidor
de protease)

NaH>PO420 mM; NaCl 0,5 M;
imidazol 500 mM

Tris 50 mM pH 7,0; NaCl 300
mM; glycerol 10%; Triton X-100
0,1%:; Imidazol 50 mM

Tris 50 mM pH 7.0; NaCl 300
mM; glycerol 10 %; Triton X-
100 0.1 %; Imidazol 250 mM

Tris 25 mM; Glicina 192 mM;
SDS 0,1%

-3.4.14.1.1 (Extracao
total)

-3.4.14.1.1 (Extracao
total)
-3.4.15.2.1 (Apbs
verificagcdo de
solubilidade das
proteinas
recombinantes)

-3.4.14.1.1 (Extracao
total)

-3.4.14.1.2.1 (Extracao
total)
-3.4.14.1.2.2 (Teste de
solubilizacdo em
presenca de etanol)

-3.4.14.1.2.1 (Extracao
total)

-3.4.14.1.2.1 (Extracéo
total)

-3.4.15.2.1 (Ap6s
verificagcdo de
solubilidade das
proteinas
recombinantes)

-3.4.152.2
(Purificacdo de NCADF
soluvel)

-3.4.15.2.2
(Purificacdo de NCADF
soltvel)

- 3.5.1 (Desnaturante —
SDS-PAGE)
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

Tampao Laemmli
4X

Coomassie G-250

Tampao de fixacao

Coomassie R-250

Solucéo de
descoloragéo

Tampao de amostra

Tampao de
reidratacao

Tampdao de
equilibrio

Tampao de
selamento

Tampdao de
transferéncia

Solucéo de DB71

Solucéo de
descoloragéo 2

PBS-T

Tris pH 6,8 250 mM; 10% SDS;
0,008% azul de bromofenaol;
40% glicerol; 400 mM DTT

Azul de Coomassie G-250
(Sigma-Aldrich); 0,1%;
(NH4)ZSO4 17%; H3PO4 3%;
metanol 34%

Hz:PO4 3%:; etanol 50%

Azul de Coomassie R-250
(BioRad), 0,1%; metanol 40%;
acido acético 10%

CH3COOH 10%; metanol 5%

ureia 7 M; tioureia 2 M; CHAPS
4%

Ureia 7 M; tioureia 2 M;
CHAPS 4%; tracos de azul de
bromofenol; inibidor de
protetase cOmplete mini,
Roche

Tris 50 mM, ureia 6 M, glicerol
30% e SDS 2 %

Tris 25 mM; glicina 192 mM;
SDS 1%; agarose 0,5% e
tracos de azul de bromofenol

Tris 0,25 M; glicina 0,2 M; SDS
0,001%; metanol 15%

Direct Blue 71 Aldrich 0,08%
em 40% de metanol e 10% de
acido acético

NaHCO3z 0,15 M; etanol 50%

0,5% de Tween-20, em PBS

- 3.5.1 (Desnaturante —
SDS-PAGE)

- 3.5.1 (Desnaturante —
SDS-PAGE)

- 3.5.1 (Desnaturante —
SDS-PAGE)

- 3.5.1 (Desnaturante —
SDS-PAGE)

- 3.5.1 (Desnaturante —
SDS-PAGE)

- 3.6 (Extratos totais de
N. caninum e células
Vero)

- 3.9 (Dot blot)

- 3.5.3.2 (Primeira
dimenséo ou
focalizag&o isoelétrica)

- 3.5.3.1 (Primeira
dimensao ou
focalizagdo isoelétrica)

- 3.5.3.1 (Primeira
dimensao ou
focalizagdo isoelétrica)
-3.12.10.2 (Gel
bidimensional de
ensaio de interacéo)

- 3.8 (Western blot)

- 3.8 (Western blot)

- 3.8 (Western blot)

- 3.8 (Western blot)
- 3.10.1 (ELISA sobre
células integras)

193



APENDICES

194

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

PBS-GT

Tampao de ligacdo
sem imidazol

Tampao de
sensibilizacéo

PBS-GTe

Solucéo de
permeabilizacdo

BSA-Glicina 10X

BSA-Glicina

Solucéo de
NHsHCO3

Solucgédo de extragéo

Tampao de
armazenamento

gelatina suina, Sigma-Aldrich,
0,8% em PBS-T

20 mM NaH2POy4; 0,5 M NaCl

N8.2C03 0,06 M

Tween-20 0,5%; gelatina suina
0,5%, em PBS

0,2% de Triton-X-100, em PBS

BSA (Sigma-Aldrich) 2%;
glicina 2 mM, em PBS

BSA 0,2%; glicina 2 mM, em
PBS

NHsHCO3z 25 mM pH 8,0

TFA 0,1%; ACN 50%

Tris pH 7,0 20 mM; NaCl 30
mM; glicerol 5%; DTT 0,5 mM;
NaNs 0,5 mM; PMSF 1 mM;
benzoamidina 1mM

- 3.8 (Western blot)

- 3.9 (Dot blot)

- 3.10.1 (ELISA sobre
células integras)

- 3.10.1 (ELISA sobre
células integras)

-3.11
(Imunofluorescéncia)

-3.11
(Imunofluorescéncia)

-3.11
(Imunofluorescéncia)

-3.12.2.1
(Descoloragao de
bandas)

- 3.12.2.2 (Digestéo
com tripsina)

- 3.12.5 (Preparagéo de
actina e NcCADF)

*Item onde o tampdao/solucéo é citado em Material e Métodos.
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Apéndice C. Tampdes e solugdes utilizados em metodologias de caracterizacao

bioquimica de NCADF.

Tampao/solucéo

Composicéo

Material e Métodos*

1 Tampéao-G

2  Tampéao-F 10X

Tampao de
3 : ~
sedimentacéao
4 ME 10X

5 KMEI 10X

6 KMET 10X

7  Tampéao-G-Mg

Tampéao de
interacdo

Tris pH 8,0 5 mM; CaCl; 0,2 mM; ATP
0,2 mM; DTT 0,5 mM

KCI 500 mM; MgCl. 20 mM; ATP 1

mM

MgCl, 2 mM; KCI 50 mM; ATP 0,2
mM; tamponamento com Tris pH 8,0
20 mM ou HEPES pH 6,5 20 mM

MgCl; 500 mM; EGTA 2 mM

KCI 500 mM; MgCl, 10 mM; EGTA 10
mM; Imidazol pH 7,0

KCI 500 mM; MgCl, 10 mM; EGTA 10
mM; Tris pH 8.0 100 mM

Tris pH 8,0 5 mM; MgCl; 0,2 mM,;
ATP 0,2 mM; DTT 0,5 mM

HEPES 50 mM, pH 8,2; NaCl 50 mM;
EDTA 0,1 mM; ATP 0,2 mM

- 3.12.6 (Ensaio de
cossedimentacao)
-3.12.7.2
(Despolimerizagéo)
- 3.12.9 (Estado
estacionario)

- 3.12.6 (Ensaio de
cossedimentacao)

- 3.12.6 (Ensaio de
cossedimentagéo)

-3.12.7.1
(Polimerizacao)

-3.12.7.1
(Polimerizacao)
-3.12.7.2
(Despolimerizagéo)
- 3.12.9 (Estado
estacionario)

- 3.12.8 (Ensaio de
gueda de bola —
Viscosimetria)

-3.12.10.1 (Gel
nativo)

- 3.12.10.2 (Gel

bidimensional)

-3.12.10.3.1
(Formaldeido)

- 3.12.10.3.2 (EDC)

*Item onde o tamp&o/solugédo é citado em Material e Métodos.
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Apéndice D. Meios de cultura.

Meio de cultura

Composicéao

Material e Métodos*

1 Meio YNZ+

Meio LB (Luria-
Bertani)

N

w

LB agar

Meio TB (Terrific
Both)

D

Meio 2 X TY
5 (Triptone-Yeast
extract)

NZ amina 1%; extrato de levedura 0,5%;
NaCl 0,5%; MgCl, 12 mM; MgSO. 12

mM; glucose 20 mM

Triptona 10 g/I; extrato de levedura 5 gl/l;

NaCl 10 g/l; pH 7,0

Triptona 10 g/I; extrato de levedura 5 gl/l;
NaCl 10 g/lI; &gar 15 g/l; pH 7,0

Triptonal2 g/l; extrato de levedura 24 g/l;
glicerol 4 ml/l; KH2PO4 0,17 M; K;HPO4

0,72 M

Triptona 16 g/l; extrato de levedura com

10 g/I; NaCl 5g/l; pH 7,0

-34.13.1.1
(Transformacao por
eletroporacao)

- 3.4.13.1 (Preparo
de células
eletrocompetentes)
-3.4.14.1
(Expresséo
heter6loga em E. coli
BL21(DE3))
-3.4.14.1.2 (Testes
de expressao e
solubilidade de
NCcADF)

-3.4.13.2.1
(Transformagéo
guimica)

-3.4.14.1.2 (Testes
de expresséo e
solubilidade de

NCcADF)

-3.4.14.1.2.2 (Testes
de expressao em
presenca de etanol)

-3.4.14.1.2 (Testes
de expressao e
solubilidade de

NcADF)

*Item onde o meio de cultura é citado em Material e Métodos.
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Apéndice E. Equacfes obtidas a partir dos resultados de estado estacionario. As
equacdes foram obtidas a partir das linhas de tendéncia plotadas ns gréficos da figura

42, AeB.

Figura Amostra Equacéao
Pl-actina (o): y =91,677 x — 4,463
Pl-actina com tampdao de estocagem (e): y =87,146 x — 2,6125
Pl-actina com NCADF 1uM (A): y = 75,251 x — 8,086
42 A Pl-actina com NcADF 2 uM (A): y = 68,955 x — 8,2145
Pl-actina com NCADF 4 uM (9): y = 64,924 x — 23,002
Linha de fluorescéncia basal (---): y = 17,75364
Pl-actina monomérica (e): y=771176 x + 41,472
42 B Pl-actina com NcADF (A): y= 85814x- 7,71176

Pl-actina sem NcADF (0): y = 89,75 x + 13,687
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Apéndice F. Alinhamento de sequéncias proteicas de proteinas associadas a
ciclase (CAP) de organismos apicomplexas e estrutura secundaria de CAP de
Cryptosporidium parvum. Sequéncias alinhadas utilizando o método ClustalW.
Alinhamento de estrutura secundaria relizado em ESPript. As sequéncias alinhadas,
pela ordem, sdo: CAP de Eimeria tenella (EtCAP, acesso NCBI: CDJ399095); CAP de
Plasmodium falciparum (PfCAP, XP001350984); CAP de Toxoplasma gondii (TgCAP,
XP002364249); CAP de C. parvum (CpCAP, acesso PDB: 2BOR); CAP de Neospora
caninum (NcCAP, acesso ToxoDB: NCLIV_054140). Aminoacidos destacados em
preto representam identidade total e aminoacidos destacados em cinza representam
similaridade. Os valores de identidade e similaridade das sequéncias com relacéo a
NcCAP estdo mostrados em seguida do alinhamento. Cp = estrutura secundaria de
CAP de C. parvum. Setas representam folhas-beta. Sublinhadas, sequéncia de 17
aminoacios de NcCAP antes da metionina.

TQCAP | ==—==============-= MYLESCRCLOFVHGNREQTRIK I PRAGESTATDE GTMART - - -GAE
CpCAF @ —===========- MGESSHHHHHHS SGLY PRG SRS I YLEFEERHMEARRONVENGS - P~ -~~~
NocCAP : EPHLELHCHASFFPRPGMVLSSCICLOFFOGTRECTRENGHNREAGESTATHS GTARARSGARGA

ercar : BREETETEEES
PECAD : E
TACAP : [
CpCAP @ |3 1.t Shael

o fati- W =TT TSR ol &R T

: 115
: 113
: 151
: 151
: 171
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Apéndice G. Imunolocalizacdo de actina de Neospora caninum (NcAct) em
taquizoitas de Neospora caninum. Microscopia confocal em taquizoitas de N.
caninum purificados, imobilizados e marcados com anticorpo anti-B-actina C4 diluido
1:200; visualizacdo com Alexa Fluor 488. Escala indicando 5 um.

campo claro anti-B-actina C4* / Alexa 488 sobreposigéo

* anti-B-actina C4 1:200
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ANEXOS

Anexo 1. Cerificado da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA).

UNIVERSIDADE DE SAO PAULD

i UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus de Ribeirdao Preto
sy A Comissdo de Etica no Uso de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho (Protocolo n° 12.1.1898.53.5), intitulado
"Identificagdo e Caracterizagdo de Proteinas que se Ligam a Actina (ABPs) no
Apicomplexa Neospora caninum", de autoria de Luciana Baroni e de Ana Patricia
Yatsuda Natsui, por estar de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo
Animal adotado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Campus de
Ribeirao Preto — USP foi aprovado em reunido da CEUA de 06. 05.2013.

This is to certify that the work (Protocol number 12.1.1898.53.5), entitled:
"Identificagdo e Caracterizagdo de Proteinas que se Ligam a Actina (ABPs) no
Apicomplexa Neospora caninum", by Luciana Baroni and Ana Patricia Yatsuda
Natsui, is in accordance with the Ethic Principles in Animal Experimentation adopted by
Ethic Commission for the Use of Animals (CEUA) of the Campus of Ribeirdo Preto —
USP, and was approved in the meeting, May, 6 2013.

Ribeirdo Preto, 13 de maio de 2013.

<
Presidente da CEUA
Profa.Dra. Claudia Maria Padovan
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