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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 ndo 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 direcdo do
movimento. Para o funcionamento dessa maquinaria, é essencial que actina esteja
em sua forma filamentosa (actina-F). Porém, actinas de apicomplexas sdo 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 regulacédo 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 endégenas 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
caracterizacao funcional para avaliacdo 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 ligagcdo 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 0 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 marcacdo na regido periférica e,
possivelmente, nuclear de taquizoitas de N. caninum extracelulares. A caracterizagado
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 (NcCCAP) 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 NcCADF_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-NCAct201-310
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
(PUASs) en el apicomplexa Neospora caninum. 2017. 238f. Tesis (Doctorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Séo
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 locomocién 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 traccion 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 union 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 regién de
actina entre los aminoacidos 201 y 310 (anti-NcAct201-310). En primer lugar, NCADF
(con identificacion NCLIV_012510 en ToxoDB) fue caracterizado bioquimica vy
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
NcADF 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 NCADF
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 unidén entre actina-G y NcADF mostraron en
conjunto que NcADF fue capaz de despolimerizar actina-F, secuestrar monémeros de
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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 inclusién, 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 contribucién al
entendimiento de la dinamica de actina, lo que podria proporcionar informaciéon 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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INTRODUCAO 1

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 transmissédo 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) (McCALLISTER
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 intermediérios (DUBEY et al.,
2002). Os oocistos ndo esporulados sdo eliminados atravées 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; DIJKSTRA et al., 2002, LINDSAY et al.,
1999).



INTRODUCAO 2
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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 transmisséo exdgena (TREES; WILLIAMS, 2005). A ingestéo
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 exdgena
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
transmissdo 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 propagacao da infeccdo 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 diagnostica (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 associacao entre diminuicdo da producéo de leite e infecgao 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, 0s 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 ndo 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 caes (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 secretérias 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 conoide e secretar conteiado de micronemas. A forma intracelular divide-
se, ndo apresenta motilidade e ndo faz extrusdo de condide, nem secre¢do de
micronemas (BLADER et al., 2015). Enquanto na forma extracelular, o taquizoita
realiza a motilidade por deslizamento (FRENAL et al., 2010), etapa importante para
disseminacdo 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
geracao da forca movel que permite a propulsédo 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 anbnima 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 interagdo 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) sédo liberadas. As proteinas de bulbo de roptria (ROPs) tém sua fun¢éo 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 formacédo 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 movimentacgao 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 liberagdo da adeséo. ii — Representacdo da composicao
molecular do complexo de adeséo, juncdo 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 invasdo — 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 invasédo 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 polimerizagéo 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).
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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 monémeros 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 €

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, o nucleo de tetrameros pode
ser formado (ODA et al., 2016). A partir dai a polimerizagéo 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 concentracao
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 é hidrolisado a ADP, dissociando fosfato inorgénico (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 razdo 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 polimerizacéo, do contrario, ocorre despolimerizacao
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 yM na
“menos”) em tampao contendo Mg*? e ATP, o que confere taxas de associacdo 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 gréfico tedrico obtido a partir da quantificacéo
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 yM, 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 polimerizagéo e despolimerizagao
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 analise 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 polimerizagéo, 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 n&o 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.
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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 nucleacgao 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 nao 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 desorganizacdo 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 moficacbes 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 canodnicas, a dinamica de actina de organismos
apicomplexas apresenta caracteristicas, aparentemente, divergentes in vivo e in vitro.
A polimerizacdo 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 observacfes
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 eucariéticas 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 sao
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 hiumero 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 niumero de processos celulares envolvendo actina, muitos deles
envolvendo a necessidade de formacéo 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 fungéo durante a regulagéo da dinamica 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 sdo 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 dissocia¢gado, 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, ramificacbes e redes tridimensionais. Essas proteinas apresentam ao
menos dois sitios de ligacdo 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 repertorio, 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 despolimerizacao 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 é 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 concentracdes, cofilinas ligam-se a
actina-G e promovem a nucleacdo de filamentos (ANDRIANANTOANDRO;
POLLARD, 2006). Nem sempre a func¢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 aceleracdo 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 liberagdo 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) prop6s 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 sao
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 concentragéao
de cofilina, ha pouca ligacéo de cofilinas no filamento, tornando os sitios de ligacéo 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 funcéo
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 néo 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 ativacdo 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 sinalizacao
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 cooperacdo 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 oligbmeros 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 solucéao (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 manipulagdo 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 infeccéao
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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5. 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 dindmica 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
regulacdo 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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