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RESUMO

Trypanosoma rangeli € um parasito da familia Trypanosomatidae, e tem
como hospedeiros diferentes espécies de mamiferos e triatomineos em
comum com o Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da Doenca de
Chagas. Esses parasitos possuem grande semelhanga génica e proteica, 0
qgue pode dificultar o diagnostico da Doenca de Chagas e gerar
resultados falso-positivos. Entre as proteinas com alta similaridade
compartilhadas entre esses parasitos estd a GP63, uma metaloprotease
pertencente ao grupo das metzincinas encontrada predominantemente na
superficie dos parasitos. A GP63 de T. rangeli pode ser classificada em
trés grupos, que possuem diferencas principalmente na regido do sitio
catalitico, sugerindo diferencas na atividade desta enzima. Para melhor
entender essas diferengas o objetivo deste trabalho foi caracterizar os
diferentes grupos de GP63 de T. rangeli. Para isto foi realizada uma
busca dos membros de GP63 no genoma de T. rangeli, por trés
diferentes abordagens, encontrando-se 131 sequéncias completas, sendo
109 de GP63_1, 18 de GP63_2 e 4 de GP63_3. Realizando uma analise
filogenética das sequéncias observou-se que os membros de GP63_2 sdo
agrupados em um mesmo clado, bem como para GP63_3. De modo
esperado, a andlise de conservacdo dos residuos de aminoécidos
relacionados ao motivo mostrou que os membros da GP63_1 sdo mais
divergentes. Foi realizada a predicdo da localizagdo celular e observou-
se que 30 destas provavelmente possuem enderecamento para
localizacdo na superficie do parasito. A andlise do transcritoma de T.
rangeli mostrou que membros de GP63 possuem transcri¢do diferencial,
dependendo da forma evolutiva em que o parasito se encontra. Além
disso, os trés diferentes grupos de GP63 foram encontradas no
secretoma de formas de cultura de epi e tripomastigotas de T. rangeli.
Foi realizado também a modelagem tridimensional de um membro de
cada grupo, observando que as diferencas no motivo podem resultar em
diferencas na atividade catalitica destas proteinas. Por fim, foram
realizadas clonagens em vetor de expressdo e transfeccdo de parasitos
para melhor entender a funcdo dos diferentes grupos de GP63 de
Trypanosoma rangeli.

Palavras chave: Modelagem estrutural. Metzincinas.






ABSTRACT

Trypanosoma rangeli is a parasite that belongs to the Trypanosomatidae
family. Its hosts are different species of mammals and triatomines in
common with Trypanosoma cruzi, etiological agent of Chagas Disease.
These parasites share high genic and protein resemblance and it can
complicate the Chagas Disease diagnostic with false-positives results.
Among the high similar protein, it is the GP63, a metalloprotease that
belongs to the metzincin group, found mainly in the parasites surface.
The T. rangeli GP63 can be classified into three groups, which have
differences mainly on the catalytic site region, suggesting different
enzyme activity. In order to better understand those differences, the goal
of this study was to characterize the different GP63 groups of T. rangeli.
To reach this goal, it was performed a search for GP63 members on the
T. rangeli genome by three different approaches, finding 131 complete
sequences, in which 109 are GP63_1, 18 are GP63_2 and 4 are GP63_3.
By a phylogenetic analysis of the sequences it was seen that the
members of GP63_2 are grouped in the same clade, as well as the
GP63_3 members. As expected, an analysis of the conserved amino
acids residues related to the motif showed that the GP63_1 members are
the most divergent. By the cellular localization prediction, it was
observed that 30 of the proteins have a probable surface localization.
The transcriptome analysis of T. rangeli showed that different GP63
have a differential transcription, regarding the evolution form of the
parasite. Besides, the three groups were found on the secretome of
culture epimastigotes and trypomastigotes of T. rangeli. It was done the
tridimensional of one member of each group, observing that the
differences on the motif can result in catalytic activity differences of
these enzyme. Lastly, transfections of expression vectors cloned were
done to better understand the function of the different groups of GP63 of
Trypanosoma rangeli.

Key words: Structure modelling. Metzincins.
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1 INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma rangeli

A familia Trypanosomatidae, pertencente a ordem Kinetoplastida,
é composta por parasitos flagelados que infectam uma grande variedade
de animais e plantas (LUKES et al., 2014). Dentre estes parasitos, dois
géneros sao de grande importancia médica: Trypanosoma e Leishmania.
Diferentes espécies do género Leishmania sdo responsaveis por
causarem leishmaniose cutdnea, mucocutanea e visceral ao redor do
mundo. No género Trypanosoma, as espécies Trypanosoma brucei, e
Trypanosoma cruzi sdo responsaveis por importantes doengas em seres
humanos: a Tripanossomiase Africana (doenca do sono) e a
Tripanossomiase Americana (doenca de Chagas), respectivamente
(ASLETT et al., 2010; BANGS et al., 2001).

Outra espécie de interesse médico do género Trypanosoma € o
Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli, descrito por Tejera em 1920. Este
parasito possui ciclo de vida heteroxénico e tem como hospedeiros
invertebrados triatomineos, principalmente do género Rhodnius e
hospedeiros mamiferos das ordens Marsupialia, Carnivora, Edentata,
Rodentia e Primata (GRISARD et al., 1999). T. rangeli possui duas
formas evolutivas bem definidas: a forma epimastigota, proliferativa,
com cerca de 45 a 56 pum encontrada nos hospedeiros invertebrados; e a
forma tripomastigota, ndo proliferativa, apresentando de 26 a 35 um, e
encontrada nos hospedeiros vertebrados (Figura 1) (CUBA CUBA,
1998).

Figura 1. Microfotografia das diferentes formas evolutivas de Trypanosoma
rangeli.

A B

(A) forma epimastigota e (B) forma tripomastigota, coradas por Giemsa. As barras
em branco representam 10 pm. Fonte: LUCKEMEYER, 2014.
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O ciclo bioldgico do T. rangeli no hospedeiro mamifero ainda
ndo esta completamente estabelecido. Infeccdes por T. rangeli
caracterizam-se por parasitemias de curta duracdo e normalmente
baixas, e ainda ndo foram descritas formas replicativas desse parasito
em infeccdes experimentais em mamiferos, independente do modelo
animal utilizado (HERBIG-SANDREUTER, 1955; D'ALESSANDRO;
SARAVIA, 1999; GUHL e VALLEJO, 2003). O hospedeiro
invertebrado se infecta ingerindo formas tripomastigotas durante o
repasto sanguineo. No trato digestivo, os parasitos se diferenciam em
epimastigotas e iniciam a colonizagdo do intestino do inseto. Os
parasitos se aderem ao epitélio intestinal e o transpassam, chegando a
hemolinfa, onde ocorre intensa replicacdo. Estas formas migram para as
glandulas salivares, onde diferenciam-se em tripomastigotas
metaciclicos, que sdo as formas infectantes para os mamiferos (Figura 2)
(STOCO et al., 2016).

Figura 2. Representacdo esquematica do ciclo bioldgico de Trypanosoma rangeli no
hospedeiro invertebrado.

A infeccdo do triatomineo ocorre pela ingestdo de formas tripomastigotas
sanguineas durante o repasto sanguineo (A), sendo as formas tripomastigotas e
epimastigotas predominantes no intestino anterior (B). Formas epimastigotas curtas
se dividem no intestino e podem invadir a hemocele (C), onde dividem-se de forma
livre como epimastigotas longos. Alguns parasitos podem invadir hemdcitos (D),
sendo desconhecida a capacidade de multiplicagdo no interior desta célula. As
formas epimastigotas longas aderem e penetram na glandula salivar (E)
diferenciando-se em seu interior em tripomastigotas metaciclicos (F) infectantes que
sdo inoculados com a saliva durante o repasto sanguineo. Fonte: STOCO et al.,
2016.
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Embora o T. rangeli possa apresentar patogenia nos hospedeiros
invertebrados, ndo ha registros de patogenia em mamiferos. Apesar disso seu
interesse se da por esse possuir hospedeiros em comum e areas de transmisséo
geografica sobrepostas com o T. cruzi, incluindo a América Central e do Sul (Figura
3) (D’ALESSANDRO-BACIGALUPO e GORE-SARAVIA, 1992; CUBA CUBA,
1998; GRISARD et al., 1999; GUHL e VALLEJO, 2003; VASQUEZ et al., 2004).

Figura 3. Distribuicdo geografica do T. cruzi (doenga de Chagas) e pontos de
ocorréncia do T. rangeli.

Mapa das Américas Central e do Sul, mostrando a sobreposicdo geogréfica da
doenca de Chagas humana (sombreado) e dos registros de ocorréncia comprovada
do T. rangeli em humanos, triatomineos ou animais silvestres (*). Fonte: GRISARD;
ROMANHA,; STEINDEL, 2016.

Mesmo néo causando patogenia, a infec¢do por T. rangeli induz
uma resposta humoral em mamiferos, com producéo de altos titulos de
anticorpos que apresentam reatividade cruzada com antigenos de T.
cruzi e que podem acarretar diagnosticos falso-positivos para a doenga
de Chagas. Neste contexto, sabe-se que as formas epimastigotas de T.
rangeli e T. cruzi compartilham cerca de 60% de proteinas antigénicas
soltveis. Dentre essas proteinas encontram-se membros do grupo das
proteases (AFCHAIN, et al., 1979; MORAES et al., 2008; GRISARD et
al, 2010; FERREIRA et al.,, 2010; ALVAREZ, NIEMIROWICZ,
CAZZULO, 2012; WAGNER et al., 2013).
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1.2 METALOPROTEASES

Proteases sdo proteinas que possuem como funcdo a quebra de
ligagdes peptidicas entre residuos de aminoacidos. Essa quebra pode
ocorrer nas ligacdes entre os aminoacidos das extremidades N- ou C-
terminal, classificando-as como exoproteases. Por outro lado, quando a
quebra ocorre nas ligacGes peptidicas internas essas proteinas séo
denominadas endoproteases. Ademais, as endoproteases podem ser
subdivididas em sete distintas categorias, baseadas em seus mecanismos
de hidrélise: serinas, glutdmicas, asparticas, cisteinas, treoninas,
asparaginas e metaloproteases, sendo algumas metaloproteases
classificadas como exoproteases (RAWLINGS; BARRETT, 2013).

As metaloproteases (MPs) sdo parte de um cld de proteases que
utilizam um metal — geralmente zinco, menos comumente niquel,
cobalto, cobre ou manganés — para realizar a hidrolise do substrato. Elas
possuem um motivo de ligagdo ao metal, conservado entre as diferentes
familias, composto por duas histidinas e um acido glutdmico (HExxH) —
presentes em uma a-hélice localizada no sitio ativo das enzimas
(STOCKER et al., 1995; RAWLINGS; BARRETT, 2013).

As metaloproteases podem ser divididas em duas grandes
subclasses: as que utilizam somente um atomo de metal e as que
utilizam mais de um. As enzimas que requerem apenas um metal sdo
subdivididas em invertizincinas, cujo motivo se encontra invertido
(HxxEH), zincinas, afia-exopeptidases, LAS (do inglés, lysostaphin, D-
Ala-D-Ala carboxypeptidase and sonic hedgehog) MPs e parentes do
fator de maturacéo de hidrogenase (HybD). As zincinas sdo classificadas
em cinco grupos, sendo um dos mais estudados o grupo das metzincinas,
cujo nome vem de uma zincina que possui uma curva de metionina
(Met-turn). O motivo caracteristico das metzincinas é estendido,
composto por HExxXHxxGxxH/Dx+M (Figura 4) (BODE, GOMIS-
RUTH, STOCKLER, 1993; CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2013).
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Figura 4. Classificacéo das Metaloproteases mononucleares.
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Dentro da classe das Metaloproteases a subclasse de MPs mononucleares esta
dividida em tribos, atualmente caracterizadas ao nivel estrutural: invertizincinas,
zincinas, parentes do fator de maturagdo de hidrogenase (HybD), LAS MPs, e afa-
exopeptidases. As tribos se subdividem em clés e entdo em familias. As metzincinas
estdo demonstradas em azul. Residuos de aminoacidos que se ligam ao metal estdo
em verde, residuos bésicos/acidos em rosa e residuos/moléculas ocupando a posicdo
da Met-turn ou Ser/Gly-turn abaixo do sitio do metal estdo em laranja. Outros
residuos estdo em preto. X representa qualquer aminoécido, Z = A/F/S/G/T. Fonte:
Adaptado de CERDA-COSTA E GOMIS-RUTH, 2013

Dos aminoacidos conservados no motivo das metzincinas, as
Histidinas/Acido Aspartico fazem a ligagdo com o zinco, assim como
uma molécula de H,O ligada ao Acido Glutdmico, formando uma
ligacéo tetraédrica com o zinco. Para ocorrer a hidrélise do substrato, é
essencial que a molécula de H2O esteja presente, pois é a partir dela que
0 zinco faz o ataque nucleofilico & ligacdo peptidica (Figura 5). A
Glicina é essencial nesta posicao devido ao seu tamanho, uma vez que
qualquer outro aminoacido afastaria a terceira histidina de sua posicao.
A Metionina nédo faz contato com o metal, porém ela se encontra abaixo
do sitio ativo, formando um “travesseiro” hidrofobico, que se mantém
conservado entre as diferentes classes de metzincinas (TALLANT,
MARRERO, GOMIS-RUTH, 2010).
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Figura 5. Mecanismo enzimatico das Metaloproteases.
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() A molécula solvente (H20) se encontra ligada ao metal (esfera cinza) e ao &cido
glutdmico no sitio ativo na auséncia do substrato peptidico. Assim que o substrato é
acomodado a fenda do sitio ativo (se ligando a BIV) ¢ formado o complexo de
Michaelis (I1). O solvente polarizado ataca o grupo carbonil da ligagdo peptidica,
formando a reacéo tetraédrica intermediaria (I11). Essa reacdo termina com a quebra
da ligagdo peptidica, a transferéncia do préton ao grupo amino formando o
complexo do produto (1V). Fonte: Adaptado de CERDA-COSTA E GOMIS-RUTH,
2013.

As metzincinas estdo presentes em todos os reinos, por exemplo,
em venenos de animais peconhentos, realizando processos essenciais
para o desenvolvimento de organismos animais e vegetais, participando
da degradacdo de parede celular em algas e podendo auxiliar na
viruléncia de patégenos (MARINO-PUERTAS; GOULAS; GOMIS-
RUTH, 2017; NOWAK et al., 2017). Geralmente possuem duas regides,
N e C-terminal, das quais a regido N-terminal é onde se encontra o
motivo e possui conservacdo estrutural entre as diferentes enzimas,
enquanto a regido C-terminal é variavel (CERDA-COSTA; GOMIS-
RUTH, 2013).

A estrutura comum entre as proteinas ¢ composta por 5 folhas 3
(BI a BV), sendo alinhadas de forma paralela, exceto por BIV que se
posiciona de forma antiparalela, e 3 a-hélices (aA a aC), estando o
motivo HExxH presente em aB. O terceiro ligante do metal se encontra
em uma regido de loop, assim como a metionina (Figura 6). Entre as
diferentes estruturas existem algumas diferengas dependendo do grupo
em que esta inserido a enzima. No grupo das astacinas, por exemplo,
uma tirosina estd presente entre a terceira histidina e a metionina,
fazendo uma quarta ligagdo ao zinco, enquanto que no grupo das
leishmanolisinas (GP63), existe uma insercdo de aproximadamente 63
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residuos de aminoacidos entre a glicina e a terceira histidina, assim
como a folha BII ¢ ausente (CERDA-COSTA; GOMIS-RUTH, 2013).

Figura 6. Estruturas comuns a metzincinas.

Imagem ilustrativa de 4 representantes de metzincinas em estruturas 2D: AST
(astacinas), SER (serralisinas), LEI (leishmanolisinas) e SNA (snapalisinas). As
setas indicam folhas B, cilindros indicam a-hélices — as regides em comum estdo
coloridas de verde (a-hélices) e rosa (folhas P). Ligacdes dissulfeto estdo em
marrom, ligacdes ao zinco em preto. Os residuos de aminoacidos exclusivos de cada
familia estdo em vermelho, sendo X qualquer aminodacido e B residuos hidrofébicos
volumosos. Fonte: Adaptado de CERDA-COSTA E GOMIS-RUTH, 2013.

1.3 GP63 EM TRIPANOSOMATIDEOS

A GP63, glicoproteina de 63 kDa, é também conhecida como
Leishmanolisina ou MSP (Major Surface Protease). A GP63 é uma
metaloprotease zinco dependente presente em membros da ordem
Kinetoplastida, frequentemente ancorada por glicosilfosfatidilinositol
(GPI), com massa molecular de 58-65 kDa. Essa proteina foi
primeiramente descrita em Leishmania major, para a qual representa a
maior parte das proteinas de superficie desse parasito na forma
promastigota — cerca de 1% do total de proteinas (BOUVIER, ETGES,
BORDIER, 1985; CHAUDHURI et al., 1989). Dependendo do estagio
em que o parasito se encontra, diferentes isoformas dessa glicoproteina
sdo expressas, auxiliando na infec¢do. Estdo em Leishmania sp.
diretamente envolvidas na opsonizacdo do parasito pelo sistema
complemento, evitando a sua lise, e auxiliando na defesa do parasito
dentro do fagolisossomo nos macréfagos (CHAUDHURI et al., 1988;
CHAUDHURI et al., 1989; SEAY, HEARD, CHAUDHURI, 1996).
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Desta forma, em Leishmania sp. diferentes isoformas contribuem para a
sobrevivéncia tanto das formas promastigotas quanto amastigotas, assim
como também sdo encontradas formas de GP63 ndo ligadas a GPI,
encontradas em vesiculas extracelulares secretadas pelos parasitos
(HSIAO et al, 2008; ATAYDE et al, 2016; PARASHAR;
MUKHOPADHYAY, 2017).

Mais especificamente, as GP63 sdo expressas em promastigotas
para auxiliar na sobrevivéncia dos parasitos no hospedeiro mamifero
logo no comego da infeccdo. Uma vez na matriz extracelular, GP63
degrada diversos componentes da matriz, favorecendo a migragdo do
parasito nos tecidos (MCGWIRE, CHANG, ENGMAN, 2003). GP63
auxilia na inativacdo do componente C3b do sistema complemento,
evitando a lise mediada por complemento (BRITTINGHAM et al.,
1995). O iC3b pode opsonizar o parasito, auxiliando a interacdo
parasito-macréfago e na fagocitose, através dos receptores para
complemento 3 (CR3) presentes no macréfago (MOSSER, EDELSON,
1985). Também ja foi demonstrado que a GP63 interage com o receptor
de fibronectina, também auxiliando na aderéncia do parasito ao
macréfago (BRITTINGHAM et al., 1999).

Uma vez fagocitados, a GP63 auxilia os parasitos na inibi¢do da
fusdo do fagossomo com o lisossomo a partir da clivagem de VAMPS8
(MATHEOQUD et al., 2013; MATTE et al., 2016) e da degradacdo de
Sinaptotagmina (Sty XI). Consequentemente, IL-6 e TNF tem sua
liberacdo modulada, o que leva a um aumento no recrutamento de
células inflamatérias para o local (ARANGO-DUQUE et al., 2014;
RIBEIRO-GOMES et al., 2014). Além disso, a GP63 também parece
também estar envolvida em alteragcBes nucleares no macrofago, como
hidrélise de fatores de transcricdo, porinas nucleares e proteinas
envolvidas na regulacdo da traducdo (CONTRERAS et al., 2010;
ISNARD et al., 2015).

A proteina GP63 também é encontrada em outras espécies de
tripanosomatideos.  Apesar de ndo infectarem  mamiferos,
tripanosomatideos que infectam plantas como Phytomonas sp., e ainda
espécies monoxénicas que desenvolvem-se somente em insetos como
Leptomonas sp., Herpetomonas sp., Angomonas e Crithidia, também
expressam GP63 em suas superficies, 0 que sugere uma acdo dessa
protease na defesa do parasito contra o sistema imune do hospedeiro
invertebrado, visto que a GP63 também consegue hidrolisar peptideos
antimicrobianos produzidos por insetos (SANTOS, BRANQUINHA e
D’AVILA-LEVY, 2006).
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Para os tripanosomas de importancia médica, como T. brucei, a
GP63 ¢é predominantemente expressa quando o parasito se encontra na
corrente sanguinea do hospedeiro (EL-SAYED, DONELSON, 1997) e
sua atividade estd relacionada ao desprendimento das glicoproteinas
variaveis de superficie (LACOUNT et al., 2003; GRANDGENETT, et
al., 2007), o que auxilia na sobrevivéncia do parasito no hospedeiro
mamifero.

Em T. cruzi, a GP63 auxilia na internalizacdo do parasito em
macréfagos e mioblastos de mamiferos e possui expressao das isoformas
de maneira diferenciada em formas epimastigotas e tripomastigotas
(CUEVAS; CAZZULO; SANCHEZ, 2003; KULKARN et al., 2009).
Llewellyn e colaboradores (2015) mostraram que as diferentes
substitui¢cfes nucleotidicas no gene TcGP63-1 pode ter relagdo com
pacientes portadores da Doenga de Chagas adquirida de forma
congeénita.

Em T. cruzi sdo observados até quatro grupos de genes para GP63
(TcGP63-1, TcGP63-2, TcGP63-3 e TcGP63-4), todos em grande
nimero de copias génicas. Nas proteinas codificadas por esses grupos,
ambos os residuos de histidina e acido glutdmico estdo conservados no
motivo HExxH (GRANDGENETT et al., 2000; CUEVAS, CAZZULO
e SANCHEZ, 2003; MA et al., 2011; ALVAREZ, NIEMIROWICZ e
CAZZULO, 2012), associado com o dominio catalitico da proteina.
Porém, em T. rangeli, Pereira (2014), baseando-se no genoma
previamente sequenciado (STOCO et al., 2014) identificou trés grupos
em grande nimero de cdpias génicas nesta espécie: Gp63_ 1 — 3. O
grupo GP63_1 apresenta os residuos de histidina e acido glutamico
conservados no motivo HExxH, enquanto GP63_2 apresenta uma
substituicdo do acido glutamico por uma alanina (HAxxH), e o terceiro
grupo de T. rangeli, GP63_3, entretanto, apresenta o motivo totalmente
diferenciado, apresentando substituicdo das histidinas e do &cido
glutdmico por arginina, glicina e tirosina (RGxxY). Laghi (2016),
analisou a estrutura terciaria in silico da GP63_2 de T. rangeli, de forma
comparativa ao cristal de GP63 de L. major (SCHALANGENHAUF,
ETGES e METCALF, 1998), e observou que a alteragdo do motivo
pode alterar a funcdo da protease.

Uma vez que o ciclo biolégico do T. rangeli ainda ndo é
completamente elucidado ainda sdo necessarios mais estudos para
melhor entender a biologia da interacdo entre T. rangeli e seus
hospedeiros. A GP63 é uma proteina que em outros tripanosomatideos
tem conhecida funcdo na interagdo parasito-hospedeiro, atuando de
diferentes formas nos parasitos para os quais ja foi caracterizada, porém
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sua funcdo no parasito ndo patogénico T. rangeli ainda ndo estd
estabelecida. Desta forma, entender a fungéo dessa proteina no parasito
poder auxiliar na compreensédo do porqué T. rangeli ndo causa patogenia
para o hospedeiro mamifero.

1.4 HIPOTESE
As isoformas da metaloprotease GP63 2 e GP63 3 de
Trypanosoma rangeli ndo possuem atividade protease.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Caracterizar as diferentes isoformas da metaloprotease GP63 de

Trypanosoma rangeli.

2.2 ESPECIFICOS

Identificar e analisar as sequéncias codificantes de GP63 de T.
rangeli;

Verificar a presenca de GP63 no secretoma de formas de cultura
T. rangeli;

Avaliar as diferengas na transcrigdo de GP63 em diferentes
formas de T. rangeli;

Modelar e analisar in silico as diferentes isoformas de GP63 de T.
rangeli;

Expressar e purificar as metaloproteases GP63 de T. rangeli;
Obter culturas de T. rangeli superexpressando as diferentes
isoformas de GP63.
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3 METODOLOGIA

3.1ANALISE DAS SEQUENCIAS DE GP63 NO GENOMA DE T.

rangeli

3.1.1 Busca das sequéncias

As sequéncias utilizadas como query nas buscas gendmicas foram
as trés reportadas por Pereira (2014) referéncias dos grupos GP63 1,
GP63 2 e GP63_3. No presente trabalho, as sequéncias foram obtidas
por trés diferentes estratégias, todas utilizando a base de dados da Gltima
montagem do genoma da cepa SC-58 de T. rangeli, gerado pelo grupo
de pesquisa:

1) Busca por sequéncias similares, utilizando BLASTn, BLASTp e
tBLASTN, com valor limitrofe de e-value 1x10°°.

2) Busca por sequéncias com o dominio de peptidase M08 (Pfam
01457), através do perfil de HMM, utilizando o programa HMMer
(FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011).

3) Busca por motivo utilizando o programa Patmatdb
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/patmatdb),
utilizando como query os motivos de ligacdo ao Zinco da GP63_1
(HExxH), GP63_2 (HAxxH) e GP63_3 (RGLAY).

Apos a obtencdo das sequéncias foi retirada a redundéncia para
gue houvesse somente sequéncias com identificador Gnico no arquivo
final. Posteriormente, as sequéncias foram classificadas entre as que
possuiam ORFs completas e as sequéncias parciais.

3.1.2 Analises das sequéncias
3.1.2.1 Analise filogenética

As sequéncias aminoacidicas ndo redundantes obtidas a partir da
traducdo das ORFs completas identificadas foram alinhadas com a
ferramenta T-coffee (http://tcoffee.crg.cat/). As regides pobremente
alinhadas e muito divergentes foram removidas com o programa G-
blocks  (http://molevol.cmima.csic.es/castresana/Gblocks_server.html),
gerando um arquivo final com cerca de 300 residuos de aminoacido por
sequéncia. A historia evolutiva foi inferida pelo método de inferéncia
bayesiana  utilizando o programa MrBayes (RONQUIST;
HUELSENBECK, 2003) com o modelo de substituicdo JTT+G com 2
corridas simultaneas, a partir de 2.000.000 de geragdes com frequéncia
de amostra de 10.000 e burn in de 25%.
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3.1.2.2 Anélise do motivo

Para observar a variacdo da regido do motivo de metzincinas
entre as sequéncias aminoacidicas das diferentes isoformas de GP63
utilizou-se o programa SkyLign (http://skylign.org/) para obtencdo dos
logos das sequéncias. As sequéncias dos motivos de todas as GP63
identificadas na busca gendmica foram alinhadas pela ferramenta T-
coffee. O motivo utilizado inclui desde a primeira histidina que se liga
ao zinco, ou a arginina no caso da GP63_3, até a metionina —
H/RXXXH/Y xXGXnHX10-11M.

3.1.2.3 Predicéo de localizacéo celular

Afim de verificar a presenca de peptideos sinais para
enderecamento celular e presenca de ancora GPI nas proteinas utilizou-
se as ferramentas SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/),
TargetP  (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/), e  PredGPI
(http://gpcr2.biocomp.unibo.it/predgpi/pred.htm), nos padrdes para
organismos eucariotos.

3.2 MODELAGEM ESTRUTURAL

Os modelos 3D das isoformas referéncias de GP63_1 a 3 de T.
rangeli foram construidos no programa I-TASSER
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)  utilizando  0s
pardmetros padrfes. Como modelo utilizou-se a estrutura da
Leishmanolisina de L. major, cuja estrutura ja foi determinada por
cristalografia (PDB 1LML). As modelagens com TM-score maior que
0,5 (Tm-score de 0 a 1) foram selecionadas para as analises. Para
realizacdo dos modelos foram retiradas as regibes de peptideo sinal e
ancora de GPI das sequéncias.

3.3 BUSCA DAS SEQUENCIAS DE GP63 NO TRANSCRITOMA de
T. rangeli

Os dados do transcritoma de T. rangeli utilizados neste trabalho
foram gerados pelo nosso grupo de pesquisa e serdo objeto de outra
publicagdo. Resumidamente, os transcritomas de formas tripomastigotas
sanguineas obtidas de camundongos infectados, bem como de formas
epimastigotas de T. rangeli obtidas de hemolinfa e de formas
tripomastigotas metaciclicas obtidas de glandulas salivares de Rhodnius
prolixus infectados foram obtidos a partir de 3 réplicas bioldgicas
distintas de cada grupo. Foram construidas nove bibliotecas de cDNA
que foram sequenciadas na plataforma Illumina HiSeq 2500 no Instituto
Karolinska. A montagem do transcritoma foi realizada na plataforma
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Trinity v2.2.0 (GRABHERR et al., 2011) e a quantificacdo dos niveis de
transcritos foi realizada pelo programa Kallisto.

As sequéncias de GP63 encontradas no genoma foram utilizadas
como query em uma busca por similaridade por BLASTn nas
sequéncias dos transcritomas. Como diferentes sequéncias do GP63
identificadas no genoma apresentaram alta similaridade com um mesmo
transcrito, essas sequéncias foram agrupadas em diferentes Clusters. Os
transcritos, previamente anotados, foram reanotados com relacdo aos
Clusters aos quais eles pertenciam ou aos identificadores das GP63 no
genoma.

Posteriormente, foi gerada uma matriz com os identificadores dos
transcritos, a anotagdo do gene e as diferentes contagens absolutas das
tréplicas dos diferentes grupos e analisada utilizando o programa
START (https://kcvi.shinyapps.io/START/).

3.4 ANALISE DO SECRETOMA DE DIFERENTES FORMAS DE T.
rangeli

Os dados do secretoma de T. rangeli utilizados neste trabalho
foram gerados pela doutoranda Carime Lessa Mansur Pontes.
Resumidamente, formas epimastigotas e tripomastigotas de cultura
foram utilizadas para a obtencdo de proteinas secretadas, sendo
preparadas de acordo com Bayer-Santos e colaboradores (2013). Apo6s a
digestdo proteolitica com tripsina (Promega), todos os peptideos obtidos
foram submetidos a espectrometria de massas no Centers for Disease
Control and Prevention (CDC/USA).

Os dados brutos (raw) de MS/MS foram processados utilizando o
programa MASCOT Distiller® (Matrix Science) e a busca na base de
dados do genomado T. rangeli foi realizada utilizando o programa
MASCOT (Matrix Science). Apds estas etapas, o programa Scaffold foi
utilizado para compilar e validar as proteinas identificadas pelos
programas de busca. Foram consideradas proteinas validas aquelas que
apresentaram pelo menos dois peptideos, com FDR (do inglés, False
Discovery Rate) menor que 1% e com probabilidade de acerto dos
peptideos superior a 95% e 99% para a proteina.

3.5SUPEREXPRESSAO, EXPRESSAO HETEROLOGA E
PURIFICACAO DE METALOPROTEASES
3.5.1 Cultivo de formas epimastigotas e promastigotas

Foi utilizada a cepa Choachi de T. rangeli (SCHOTTELIUS,
1987). A cultura de formas epimastigotas foi realizada em meio LIT
(Liver Infusion Tryptose) suplementado com 10 % de soro bovino fetal
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(SBF, Gibco), 50 U/ml de penicilina e 50 pg/ml de estreptomicina
(Cultilab) a 27 °C através de passagens semanais.

O cultivo da forma promastigota de L. tarentolae foi realizado em
meio BHI (Brain Heart Infusion) suplementado com hemina, 50 U/ml
de penicilina e 50 pg/ml de estreptomicina (Cultilab) a 27 °C através de
passagens semanais.

As cepas utilizadas encontram-se depositadas no criobanco do
Laboratdrio de Protozoologia (MIP/CCB/UFSC).

3.5.2 Clonagem em vetor de expressdo pLEXSY-neo2 e pPROCK

Foram desenhados iniciadores especificos para os trés genes das
diferentes isoformas da GP63 (1, 2 e 3) que ja estavam previamente
clonados no vetor pGEM T-easy (Promega) (PEREIRA, 2014). Os
iniciadores (Tabela 1) delimitaram os fragmentos dos genes a partir do
cddon inicial até o codon do sitio dmega do peptideo sinal para ancora
de GPI, nos genes que possuiam. Os genes amplificados por PCR e os
plasmideos foram digeridos pelas enzimas Xhol e Kpnl (para sub-
clonagem no vetor pLEXSY-2-neo) ou Xbal e Kpnl (para sub-clonagem
no vetor pROCK_Flag3x_mNeonGreen_GPl). Ap6s a digestdo dos
produtos de PCR e vetores conforme as condicOes ideais descritas pelos
fabricantes, os produtos de digestdo foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1 % para posterior purificagdo dos fragmentos digeridos
pelo kit QIAquick® Gel Extraction Kit 250 (Qiagen), segundo as
especificacdes do fabricante.

Tabela 1. Sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacdo dos genes e
clonagem nos vetores.

Sentido Nome do Iniciador  Sequéncia (direcdo 5'-3"
PLEXSY_GP63_1F CTCGAGAATGCCTTCAATGCGCCCGCC
pROCK_GP63_1F TCTAGAATGCCTTCAATGCGCCCGCC
pLEXSY_GP63 2F CTCGAGAATGCGCCGTCAACTTCACG

Sens0 ROCK_GP63 2F TCTAGAATGCGCCGTCAACTTCACG
PLEXSY GP63 3F CTCGAGAATGCACGCCATGCGCCGTC
DROCK_GP63 3F TCTAGAATGCACGCCATGCGCCGTC
GP63_1R GGTACCTCGTTCACGGGACCTTTGC

Antissenso  GP63_2R GGTACCAACAGCCCTACAGCCATCGTG
GP63_3R GGTACCGGAGAGAGCAACACCAGACG

Os sitios especificos para as enzimas de restri¢do estdo sublinhados.

A ligacdo dos insertos nos vetores ocorreu na presenca da enzima
T4 DNA ligase (Promega) em tampao do fabricante, por 20 horas a 16
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°C, e os produtos da ligacdo foram utilizados para transformacdo de
bactérias Escherichia coli DH5q.

Apos a transformacdo, os clones com os vetores recombinados
(PLEXSY_GP63_1/  pLEXSY_GP63 2/  pLEXSY_GP63 3 e
pROCK_GP63 1/ pROCK_GP63 2/ pROCK_GP63_3) foram
crescidos em meio LB (Lysogen broth) suplementado com Ampicilina
100 pg/ml durante 18 horas a 37 °C e submetidos a extragdo plasmidial
pelo kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega). Brevemente, 10 ml de cultura foi centrifugada e as células
foram suspendidas em tampdo. As bactérias foram entdo lisadas, e
adicionou-se a solucdo de neutralizacdo. O lisado foi centrifugado e o
sobrenadante transferido para uma coluna de silica, para ligacdo com os
plasmideos. Apds lavagem para remocgdo de impurezas e contaminantes,
os plasmideos foram eluidos em &gua ultrapura autoclavada e
quantificados por espectrofotometria a 260 nm em equipamento
Picodrop.

Os plasmideos purificados foram sequenciados, pelo método de
Sanger, utilizando o kit BigDYE 3.1 (Applied Biosystems), conforme as
instrucbes do fabricante. Foram utilizados tanto os iniciadores
especificos para os genes GP63 1, GP63 2 e GP63 3 quanto
iniciadores complementares as regides flanqueadoras nos vetores, sendo
a leitura dos fragmentos realizada em um equipamento abi3500
(Applied Biosystems) para confirmagdo da fase correta de leitura. O
sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratdrio Multiusuario
de Estudos em Biologia da UFSC (LAMEB).

3.5.3 Transfec¢do dos vetores pLEXSY_GP63 em L. tarentolae e
pROCK_GP63 em T. rangeli

A transfeccdo dos parasitos foi realizada utilizando 5 x 107
parasitos, lavados em PBS pH 7,4 e adicionado 100 ul do tampdo de
eletroporacdo e 10 pg de DNA plasmidial. Em cada transfeccao
realizada, a mistura de parasitos e plasmideo foi transferida para cubetas
de 0,2 cm de abertura e submetidas a eletroporagdo em condigdes
estabelecidas pelo programa U-033 no equipamento Nucleofector
(Lonza). Entdo, os parasitos foram transferidos para tubos contendo
meio LIT suplementado com 20% SBF para T. rangeli ou BHI
suplementado com hemina para L. tarentolae, cultivados a 27 °C por 24
horas e entdo acrescentado G-418 (Geneticin) para sele¢do dos parasitos
contendo o vetor.

Os parasitos foram mantidos em fase exponencial de crescimento
a 27 °C através de repiques semanais em meio LIT suplementado com
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SBF e crescentes concentragdes de G-418 para T. rangeli e com BHI
suplementado com 50 ug/ml de G-418 para L. tarentolae. Os fenétipos
dos parasitos transfectados foram comparados a cepa selvagem.

A confirmacdo da transfeccdo foi observada pela técnica de
Western blot utilizando o anticorpo primario contra a cauda de histidina
(anti-HisTag) ou contra a Flag3x (anti-FLAG M2) produzida com a
proteina, conforme sera descrito no item 3.5.4. Para L. tarentolae
também se realizou a extracdo do DNA total pelo método de fervura, no
qual 1 ml da cultura contendo os parasitos foi fervida a 70 °C por 10
min, centrifugada e o sobrenadante transferido para um novo tubo. O
DNA presente no sobrenadante foi utilizado para reagdo de PCR
utilizando os iniciadores senso P1442 e antissenso A264 do vetor
pLEXSY, amplificando um fragmento de aproximadamente 1.900 pb.

3.5.4 Western blot

Os parasitos foram lavados duas vezes com PBS pH 7,4 e tiveram
seus extratos proteicos totais extraidos utilizando tampédo de lise (50
mM NaCl; 200 mM Tris-HCI pH 8,0; 1% Triton X-100) a 95°C. A
concentragcdo dos extratos proteicos obtidos foi avaliada em um
equipamento Spectramax (Molecular Devices) através de microdosagem
pelo método de Bradford, utilizando como padrdo Albumina de Soro
Bovino (BSA) (BRADFORD, 1976). 50 ug dos extratos de T. rangeli e
L. tarentolae, nas condigdes a serem analisadas, foram solubilizados em
tampdo de amostra desnaturante (20 % glicerol, 0,5 % azul de
bromofenol, 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, 44 % SDS, 2 % §-
mercaptoetanol), aquecidos a 95 °C durante cinco minutos e resolvidos
em eletroforese em géis SDS-PAGE 10 % e transferidos para
membranas de nitrocelulose (Hybond-ECL, GE Healthcare) durante 12
horas a 25 V, conforme descrito por Towbin e colaboradores (1979). As
membranas foram bloqueadas em solugéo de 150 mM de NaCl, 25 mM
de Tris-HCI pH 7,4, 1 % de Tween 20 e 5 % de leite desnatado por uma
hora a temperatura ambiente e a membrana adicionada a solugdo
contendo os anticorpos primérios anti-HisTag ou anti-FlagM2. Apoés
lavagens para a retirada dos anticorpos excedentes foi adicionada
solucdo contendo o anticorpo secundario anti-IgG, de camundongo,
conjugado a peroxidase. As membranas foram novamente lavadas,
adicionadas ao reagente ECL (Pierce), expostas em filmes radiogréaficos
e reveladas utilizando o equipamento SRX-101A (Konica Minolta). O
tamanho das proteinas identificadas foi estimado comparando-as a um
padrdo de peso molecular conhecido.
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4 RESULTADOS

As sequéncias representantes dos grupos GP63-1, GP63-2 e
GP63-3 foram previamente descritas por Pereira (2014) e neste trabalho
foram utilizadas para realizar as modelagens tridimensionais e buscas de
sequéncias similares. A Figura 7 mostra o alinhamento destas trés
diferentes isoformas utilizadas como modelos, apresentando 0s
peptideos sinais para enderecamento celular, ancora de GPI, os sitios de
n-glicosilacdo, os aminoacidos relacionados ao sitio catalitico, assim
€Omo 0 suposto pro-peptideo.
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Figura 7. Alinhamento das sequéncias modelo de GP63_1, GP63_2 e GP63_3 de T.
rangeli.
GP63_1 MPSMRPPL---~IVIVPLLLLLLLCCATDCLIAVAAARPTTATTRROMFDEMM-ARSDSR 55
MRROLHATPFLSLAVFLLLLMHGAGGCLAA -

GE‘GS_Z === —AHRRALDEGMWGGVRFES 47
GE‘GS_3 ——-AHRHALDEVLWGSVQFPS 50
*k * T pakkkk. * ko k Tkk P
GP63_1 PVEMVQELPRKGOSAWOAYTASTGAEGTGEWEFVRIVVSKLDLDDRS —————— KYCTQEG 109
GP6 3_2 ATAVLRELPRRKGQGATQAYTDAEAEEGKRDWVPIRIAVSTEDLTDPS—————-| KHCTKEK 101
GPGB_EI ATAVI.RELPRKGQGAMQA!TVAA KEDSSDWAPIRITVFTEDLKNDTRRRWRKRYCEKAG 109
thkkkkhkkk Kk khkkk * ., sk kikkx k| kk 5 o sk
GP63_1 EQRPTFQGYAGECREDDVLTSRRKKAELLOTILPSAIKLHSERLLVQRVKTQLVVPESIR- 168
GP63_2 EXKPDFKGQESECTKTDILTPEMTRTLVGEILPVAVKLHAERLLVQRAKSPLIVPSFKAE 161
GP63_3 EEYTNYLGHKVTCKEEHIVSDEKKQLYEKTIIPMAVKLHAERLLVKPVADKIIVPRSF-— 167
* T o* * o rioL . *ok drkkkdkkkkdk: Tikk
GPGB_l ETQCRHFTVPAERHINGIPDADIVLYLAAGP--—-—-SAIFAVPCVIANKNDRPTVGAMNEY 224
GPGB_Z QGYCQYFTVPDAHHKAGVKDADMVLYVASRI---HDELWAIPCAFG-EDGRPIAGALHIM 217
6963_3 GEPCEHFRIPTEHITDGVIGADMVIYAAAGPFSHNIPVWAATCATS-SDLRPSVGIIDEN 226
L L L A L A P
GP63_1 LSGVFHPWFAVRVAAHELAHVLGFSYQOMEAKSVVRTLTTWGGYARKSGVVTSALTKKKA 284
6963_2 PYHVLSVMHSARATAHATAHALGF SMELMTKHSMLLNVSNVRGSASPVTLVKSPVILNKT 277
GPGB_B MMSSAWSVRWARGLAYALGFSWSESAVREMQRMV——GMA 284
K sk kg kkkE ok o 0o * T
GPGB_l QEHFCCDSLEGMPLRHEYDDASLLHSHWDQRYAKDELMGPTVTTGAGFYTALTMAAFEDM 344
GPGB_Z KLHYGCNSLQGMELQNYEGR-——-— HLWSMRNAKDELMSPLGKATAGYYTATL.TMAAFDDL 332
GPGB_EI AVHFNCSSLKGMELENDDAGAEYKMPHWEERSARDELMAL--TVGAGYYTATLTMAVFADL 342
ke Kk Kk kk ko *, k kihkkkk L. FhkoihkkkkkAkK K ko
GPGB_l GFYKANF SMAEPMRWGKNTGWEFVNEKKQCGPED-YTKFPEMFCQKNY SDTLSYCTSDRVA 403
GP63_2 GYYRAVWGMEEPMAWGKNSGCDFLTNMCSE--KSPTTYPGMFCDKSDAES-VRCTSNRQA 389
GP63_3 GYYRVNWGMAEPMAWGHNNSGCDFLRKKKCKGTEDLAKTY PEMFCDEKDNTT-LRCSSDRRH 401
Tk, R RER ddoakgdh (kg g o aa¥ KAk, : ki k
GP63_1 LGQCSSSWSD ECLFI RSLPFGSCRNEENTALHGSRLGAGSWCL 446
GP63_2 IGTCSHNAAEAGGDG--KETCSVVE——--PPGDSLRNSFCTVEGSDAQPGSLHGKGSWCL 443
GP63_3 VGTCTAHIVDSKGALSEKDVCPVISTELYSATSRRKPSNACVEGSGRTLPGSLTGSGSWCL 461
H H * . % .on K K KEKKK
GP63_1 DGESLEKVNVETYDPEPRVVPVAAVCAEVACAGGSVRVRYLGDSDWHDCPEGSSLSPAGTS 506
GP63_2 DTDALKLKIEDAK--IKNSNLHGVCARVQCEGGKVKVKYLGGSDFEPCPEGGSITP-KSG 500
GP63_3 D.'AEALQVKKEGS ————GEKSIEGVCAKVQCEGGAVKVKYLGAKEFVQCPEGTEISVADTE 517
* saikia: s JKER Kk kk Kok kkk | oo L b & B
GPGB_l VDFASGKIKCPKYDEVCTITPAGRGGVTRHS SDDDELGTGDDYPSHAPRRESQHWQRSRE 566
GPGB_Z KFEDGGKIKCPRYEEVCTIAANGSSLITLNKDDHGKDDHGKDDHGKD —DHGKGGHD 555
GP63 3 NFNAGGKLKCPKYTEVCTIAADGSSLVIPTKGDRGK————-] DDHGKG————-| DHSKNGHD 567
- SRR pKEK L ddkkdky k| Lx oL * o o oL
GP63_1 R 567
GE‘GB_Z GCRAVVVLSSLLLAVITAAVARTVPLA 582
6963_3 GCASGVALSSLLLAVITAAVAGIA-—-— 5901

Residuos de aminoacidos preditos como Peptideoisinal, pro-peptideo e ancora GPI.
Os residuos de aminodcidos marcados em azul representam os sitios de n-
glicosilacdo; em vermelho representam as 15 cisteinas conservadas; em verde
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representam o sitio catalitico da enzima. A cabeca de seta aponta para a provavel
cisteina que realiza a clivagem do pro-peptideo.

4.1 BUSCA E ANALISE DAS SEQUENCIAS

As buscas de genes que codificam para GP63 no genoma do T.
rangeli foram realizadas utilizando diferentes estratégias. Considerando
os resultados das 3 estratégias foram obtidas 131 sequéncias completas e
ndo redundantes das trés diferentes isoformas, sendo 109 de GP63_1, 18
de GP63_2 e 4 de GP63_3 (Figura 8).

Figura 8. Organograma das estratégias utilizadas para busca das sequéncias de
GP63 no genoma de T. rangeli.
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Entre parénteses estdo descritos o nimero de sequéncias de GP63 identificadas em
cada etapa.
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4.1.1 Analise filogenética

Na andlise filogenética das 131 sequéncias aminoacidicas das
GP63 completas identificadas no genoma, observa-se que as sequéncias
referentes aos grupos GP63 2 e GP63 3 encontram-se em ramos
distantes umas das outras, porém juntas entre si, como mostrado na
Figura 9.
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Figura 9. Arvore filogenética das 131 sequéncias néo redundantes de GP63 encontradas no genoma de T. rangeli
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s

Figura 10. As probabilidades posteriores de cada no estdo mostradas. As sequéncias em vermelho representam o grupo de
GP63_2. As sequéncias em verde representam o grupo de GP63_3. As demais sequéncias representam o grupo de GP63_1
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4.1.2 Analise do motivo de metzincinas

O alinhamento dos residuos de aminoacidos correspondentes a
regido do motivo das metzincinas mostrou uma grande conservagédo dos
amino4cidos caracteristicos do motivo nas diferentes isoformas, assim
como a presenga de outros residuos de aminoécidos compartilhados
entre as sequéncias (Figura 10). Entre os aminoacidos mais conservados
encontram-se as histidinas nas posicdes 1, 5 e 73, a glicina 9 e
fenilalanina 10, assim como a metionina na posicdo 84. Observa-se
também que a partir da glicina 9 até a histidina 73, existe uma regido
gue varia em tamanho de 55 a 64 residuos de aminoacidos.

Figura 11. Logo do motivo proteico de metaloproteases do grupo metzincinas
obtido a partir das sequéncias ndo redundantes de GP63 encontradas no genoma de
T. rangeli.

E Tl [ R zgﬂv

s LB s éH AU

Representagdo dos dlferentes aminoacidos em suas respectlvas posngoes As
posicOes dos aminoacidos sdo mostradas na barra acima e abaixo esta a respectiva
probabilidade de ocorréncia daquela posi¢do — quanto mais escuro a cor da posicéo,
em menos sequéncias ela estd presente. A altura de cada aminoacido representa o
seu grau de conservacéo.

Dentre as sequéncias de GP63 1, percebe-se bastante variacdo
entre os residuos de amino4cidos que ndo sao essenciais para a hidrélise,
assim como maior variacdo no tamanho do motivo (Figura 11A), porém
mantendo-se a conservacdo das histidinas, acido glutamico, glicina e
metionina presentes no motivo de metzincinas. Em relagéo as GP63_2 e
GP63_3, ndo se observa muita variacdo entre as sequéncias, sendo a
maioria dos residuos de aminoacidos conservados, nos seus respectivos
motivos (Figura 11B e C). Nota-se que a maioria das sequéncias de
GP63_1 possuem o0 motivo composto por até 84 aminoécidos,
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semelhante aos 78 e 81 aminoacidos de GP63 2 e GP63 3,
respectivamente.

Figura 12. Logos do motivo proteico de metaloproteases do grupo metzincinas
obtido a partir do alinhamento das sequéncias ndo redundantes de cada grupo de
GP63 (GP63_1, GP63_2 e GP63_3) encontradas no genoma de T. rangeli.
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Representagdo dos diferentes aminoacidos em suas respectivas posicoes. As
posi¢des dos aminoacidos sdo mostradas acima e abaixo estd a respectiva
probabilidade daquela posi¢cdo — quanto mais escuro a cor da posi¢do, em menos
sequéncias ela estd presente. A altura de cada aminoacido representa sua
conservagdo. (A) logo do alinhamento das sequéncias ndo redundantes de GP63_1.
(B) logo do alinhamento das sequéncias ndo redundantes de GP63_2. (C) logo do
alinhamento das sequéncias ndo redundantes de GP63_3.
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4.1.3 Predicéo de localizagdo celular

Utilizou-se diferentes ferramentas de predicdo de localizagdo
celular nas sequéncias de GP63, a fim de designar o possivel
enderecamento das diferentes proteinas. Conforme era esperado para a
maior parte das sequéncias de GP63, 31 proteinas provavelmente se
localizam na superficie celular do parasito fixadas a membrana através
de ancora de GPI (24 de GP63 1, 3 de GP63_2 e 3 de GP63_3). 34
proteinas possuem predicdo para ancora de GPI, porém ndo possuem
peptideo sinal e de maneira oposta, 24 proteinas possuem peptideo sinal,
mas ndo possuem predicdo para ancora de GPI (22 de GP63_1, 1 de
GP63 2 e 1 de GP63_3). Outras 36 proteinas (30 de GP63_1 e 6 de
GP63_2) ndo possuem predicdo para nenhuma localizacdo celular
especifica, sendo provavel que permanegam no citosol dos parasitos e
cinco sequéncias possuem predigdo de localizagdo superficial/secretoria,
porém ndo possuem peptideo sinal e ou predicdo para ancora de GPI
(Tabela 2).

Tabela 2. Predicdo de peptideo sinal, localizagéo celular e presenca de ancora de
GPI nas diferentes isoformas de GP63 de Trypanosoma rangeli.

it i Localizaca Ancor
Peptideo sinal ocaliza¢ao cora

Grupos ID celular de GPI
Signal P Target P PredGPI
g362.t1 MLRLCRVATGLLLVLLCWVRCSLG S 643
g440.t1 - 1065
g456.t1 -
g457.t1
g458.t1
g459.t1
g460.t1 - - -
g835.t1 MLHFCCPPSQSAWLLMVMVVAVAVCCGSGCLA S 824
9962.t1 - - -
91110.t1 MRHTPHIPLLVLLLCCFTGCFA S -
g1159.t1 MRRPRCLAPFLPLALLLLAMHCAGGCLA S 635
g1199.t1 MRRPRSSAPLLPLALLLLLLAMHCAGGCLA S 576
GP63 1 91200.t1 MRRPSSAPLLPLALLLLLLAMHCAGGCLA S 576
— gl201.t1 MRRPRSSAPLLPLALLLLLLAMHCAGGCLA S 576
g1202.t11 MRRPRSFAPLLPLALLLLLLAMHCAGGCLA S 570
g2231.t1 - - 549
g2631.t1 - - 721
02632.t1 - -
02633.t1
02634.t1 - - -
g3466.t1 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA S 576
g3468.t11 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA S -
93469.t1 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA S -
g4023.t1 MRQSIQPTPFLSSPPLLLLLVVAMCCAGGCLA S 675
g4033.t1 MARRLLQPTPFLSSPPLLLLLVVAMCCAGCLA S -
g4036.t1 - - 464
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04084.t1 . . .
04088.t1 - - -
9417411 - - 573
94249.11 MRHTPHIPLLLLLLCCCTGAFA S -
0427311 MLRFLRAPSQSARLLMVIMVAVCCGSGYVAA S 657
0427411 - - 590
g4275.11 - - 587
04276 11 MLRFLRAPSQSARLLMVIMVAVCCGSGYVAA S 662
0442111 - - -
g5217.t1 - - 548
g5218.t1 - - 548
05219.t1 - - 548
05220.t1 - - 548
5309.t1 MLRFLRVPLQSARLLMVIVVAVCCGCGCVA S 805
95704.t1 - - 491
5705.t1 - - 491
g5707.t1 - - -
05868.t1 - - -
5871.t1 - - -
5874.t1 - - -
95877.11 - - -
05957.t1 MELRAKAAVTVPRHAVILLLHLLLLATMYCAVGCIA S 540
05963.t1 MELRAKAAVTVPRHAVILLLHLLLLATMYCAVGCIA S 540
06144.t1 MTCRLLQPTPFLPLALALLAMCCAAGCLA S 763
06425.1 - - 650
06527.t1 MRRPLHTTLPLLLLFLTIHCAGGCLA S 604
6537.t1 MRHTPHIPLLLLLCCFSGCFA S -
06538.t1 MRHTPHIPLLLLLCCFSGCFA S -
6851.t1 - - -
6887.t1 MRHTPHIPLLLLLCCFTGCFA S -
g7041.t1 - S 675
g7112t1  MEQSIQPTPFLSPPPLLLLLVVVAMCCAGGCLA S -
9714511 - - 576
g7149.t1 MRHTVHHLRLLLLCCCAGVFA S -
97296.t1 - - -
7366.t1 - S 841
g7599.t1 MRHTPYVLLLLLLCCCTGSFA S 539
77831 MLHLLCCALLFVLCGGVSPVIA S 671
g7792.11 MLHLLCCALLFVLCGGVSPVIA S 691
g7824.11 - S -
g7852.t1 MLLFCRPPSQFAWLLMVIVVAVCCGSGCLA S -
g7915.t1 - - -
9827411 MTCRLLQPTPFLPLALLLLAMCCAAACLA S -
8388.1 - S 617
08389.t1 - - -
8457.t1 MRHTPHIPLLVLLLCCFTGCFA S -
08676.t1 MTCRLLQPTPFLPLALLLLAMCCAAACLA S 704
8891.t1 - - 386
9158.t1 MPITLPLLFLLLWLAGGPCVIA S -
99209.t1 - - -
09210.t1 - - 791
g9211.t1 - - 791
g9212.t1 - - 791

09213.t11 - - 791
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9921711 MLRFLRAPSQSARLLMVIVVAVCCCCGYVAA s 858
g9222.11 MACRLLQPTLFLLLAQALLLLAVCCAAA s 703
09275.t1 -

09403.t1 -

99425.11 -

9519.t1 MLHFCRFPSQSARLLMVIVVAVCCGCGSVA
09528.t1 MRHTVHVLRLLLLCCCAGVFA
9659.t1 -

99662.t1 -

09666.t1 -

09695.t1 -

9698.t1 -

0971411 MTCRLLQPTPFLPLALLLLAMCCAAACLA
09720.t1 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA
go721.11 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA
go722.11 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA
0972311 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA
go724.11 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA
g9725.11 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA
09726.11 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA
0972711 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA
09828.t1 - - 522
09894.t1 - - 535
09967.t1 - - -
99968.t1 - - -
99969.t1 - - -
99970.t1 - - -
09971.t1 - - -
99972.t1 - - -

!
-
N
i

nummwmnm
'

DO OLLOnnnon
'

g614.t11 - S -
9623.t11 - - 547
06853.t1 - - -
g7156.t11 -

g7159.t11 -

g7177.11 MRRPRCLAPFFPLALLLLLLAVHCAA
g7568.t1 -

09451.t11 MRRQLHATPFLSLAVFLLLLMHGAGGCLA
09458.t11 -

09613.t1 MRRQLHATPFLSLAVFLLLLMHGAGGCLA
09614.t1 MRRQLHATPFLSLAVFLLLLMHGAGGCLA
99615.t1 - - 427
09622.t1 -
g9778.t11 - - 427
99779.t11 - - 432
99780.t11 - - -
g9781.t1 - - -
09938.t1 -

wm
ol
IS
=

w
(%2}
(2]
ol

GP63 2

w »w
'

w
'

g1198.t1 MRRPRSFAPLLPLALLLLLLAMHCAGGCLA
04086.t1 MRRRFHATSFLSLAVFLLLLMYGAGGCLA
04087.11 MRRRFHATSFLSLAVFLLLLMYGAGGCLA
g4090.t1 MSRLFLHATSFLSLAVFLLLLMYGAGGCLA S 617

w nm wml
'

GP63_3

As sequéncias indicadas por S possuem predicdo de localizagdo na superficie
celular/secretérias, as sequéncias indicadas por - ndo possuem peptideo sinal,
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localizagdo identificada ou ancora GPI identificados in silico. Os nilmeros
representam a posicdo do sitio 6mega na sequéncia aminoacidica.

4.2 ANALISE DO SECRETOMA

Das 30 proteinas preditas in silico como contendo peptideo sinal
e sinalizacdo para enderecamento secretorio, trés proteinas
correspondentes aos identificadores g3466.t1, g9217.t1 (GP63_1) e
04090.t1 (GP63_3) foram encontradas nos dados do secretoma de
formas de culturas de T. rangeli. A proteina correspondente a g623.t1
(GP63_2) também foi encontrada, mesmo apresentando predi¢do in
silico apenas para existéncia de ancora GPIl. As proteinas g623.t1 e
g4090.t1 foram observadas tanto no secretoma de epimastigotas quanto
de tripomastigotas, enquanto g3466.t1 e g9217.t1 foram encontradas
somente no secretoma de tripomastigotas (Tabela 3). As massas
moleculares teoricas destas proteinas sdo de 61, 65, 93 e 69 kDa,
respectivamente.

Tabela 3. Sequéncias encontradas no secretomas das diferentes formas de cultura de
T. rangeli.

. e e o
Signal P Target P PredGPI epi  tripo

93466.t1 MRRSRSSALFLPLALFLLLLAMHCAGGCLA S 576 X
erest 09217.t1 MLRFLRAPSQSARLLMVIVVAVCCCCGYVAA S 858 X
GP63 2 ¢623.t1 - - 547 X X
GP63_3 g4090.t1 MSRLFLHATSFLSLAVFLLLLMYGAGGCLA S 617 X X

As sequéncias indicadas por S possuem predi¢do de localizagdo na superficie
celular/secretérias, as sequéncias indicadas por - ndo possuem peptideo sinal ou
localizagdo identificados in silico. Epi — forma epimastigota; tripo — forma
tripomastigota. Os numeros representam a posi¢do do sitio 6mega na sequéncia
aminoacidica.

4.3 ANALISE DE TRANSCRITOS DE GP63

O transcritoma global de T. rangeli obtido a partir de 3 formas
distintas do parasito, apresenta 8.995 diferentes transcritos. A analise do
transcritoma global revelou um agrupamento das 3 bibliotecas de cada
forma do parasito, mas com uma clara separacdo entre as bibliotecas de
formas distintas, permitindo a distingdo do transcritoma de
epimastigotas,  tripomastigotas metaciclicos e tripomastigotas
sanguineos (Figura 12). Uma vez que a intencdo era apenas de investigar
0s transcritos correspondentes aos genes de GP63 ndo redundantes
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identificados no genoma foi realizada uma busca por similaridade destes
genes no transcritoma geral via BLASTn. Uma vez que se utilizou cut-
off de 90 % de similaridade diferentes genes apresentaram similaridade
com 0 mesmo transcrito e foram agrupados em clusters. A Tabela 4
apresenta quais sequéncias foram agrupadas em cada Cluster. Pode-se
observar que o Cluster 18 é composto somente por sequéncias de
GP63_3, enquanto o Cluster 17 é composto de membros de GP63 2 e 0
Cluster 7 é majoritariamente composto por membros de GP63_2, sendo
apenas uma das sequéncias classificada como GP63_1.

Figura 13. Gréfico da Andlise do Componente Principal do agrupamento de todos
0s transcritos encontrados nas diferentes bibliotecas referentes as diferentes formas
biolégicas de T. rangeli.

THREK-1

POZ 17% varianca

PC1: 23% variance
Os transcritos de tripomastigotas metaciclicos provenientes das 3 diferentes réplicas
biolégicas de T. rangeli estdo anotados como TripoM. Os transcritos de
epimastigotas estdo como Epi e de tripomastigotas sanguineos como TripoS. Os
eixos mostram a porcentagem de variagdo dos componentes principais.

Tabela 4. Agrupamento das sequéncias de GP63 que apresentaram similaridade a
um mesmo transcrito no transcritoma de T. rangeli.
Clusters ID Gene ID Transcrito
g6144.t1 .
1 TRINITY_GG_101_c14 g1_i2
99222.t1
g1159.t1
g1199.t1
g1200.t1
g1201.t1
2 g1202.t1 TRINITY_GG_11 ¢8 g1_i1
3466.t1
93468.t1
03469.t1
05868.t1




99720.t1
g9721.t1
g9722.t1
9972311
g9724.t1
g9725.t1
99726.t1
g9727.t1
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58711
5874.t1
g5877.11

TRINITY_GG_12_c1 g3 il

g4273.t1
942741
9427611
5309.t1

TRINITY_GG_12_c21 gl i3

5957.t1
5963.t1
g362.t1

TRINITY_GG_12_c68 gl il

8389.t1
99425.t1

TRINITY_GG_163_c2_gl_i4

g614.t1+
g623.t1%
27568.t1%
29451 114
29458.t1+
29613.t1%
29614.t1+
29615.t1+
29622.t1%
29778 1%
go779.t1
29780.t1%
g9781.t1%
29938.t1+

TRINITY_GG_2_c4 gl_il

09695.11
09698.t1

TRINITY_GG_25_c1_gl_i2

95217.t1
95218.t1
5219.t1
5220.t1
g5704.t1

TRINITY_GG_27_c15_gl_i2
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5705.t1
g5707.t1
99275.t1

10

456.t1
g457.t1
458.t1
9459.t1
460.t1
g2631.t1
2632.t1
2633.t1
g4174.11
g7915.t1
9209.t1
9210.t1
g9211.t1
g9212.t1
99213.t1
9403.t1
9828.t1
9967.t1
9968.t1
9969.t1
9970.t1
g9971.t1
g9972.t1

TRINITY_GG_28_¢10_g1 il

11

g2231.t1
88911

TRINITY_GG_29 _¢20_gl_i2

12

q7783.t1
q7792.t1

TRINITY_GG_39 ¢57 gl il

13

g1198.t1*
98274.t1
8676.t1
g9714.t1

TRINITY_GG_56_c20_gl_i3

14

0835.t11
02634.t1
g7852.t1

TRINITY_GG_65_c123 gl il

15

1110.t1
6537.t1
6538.t1

TRINITY_GG_66_c33_gl_i4

16

g4084.t1
g4088.t1

TRINITY_GG_66_c49_gl_i2
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6851.t1
g7159.t1% .
17 TRINITY_GG_76_c16_gl_i6
g7177.41%
04086.11*
18 g4087.t1* TRINITY_GG_76_c7_gl_il
g4090.t1*
g4023.t1
g4033.t1
4036.t1
g7041.t1
19 g7112.t1 TRINITY_GG_76_c7_gl_i3
g7145.t1
9659.t1
09662.t1
9666.t1
g4249.t1
g4421.t1 .
20 TRINITY_GG_76_c7_g2_il
q7149.t1
9528.t1

+ - sequéncias de GP63_2. * - Sequéncias de GP63_3.

Na Figura 13 podemos observar que alguns representantes de
GP63 sdo diferencialmente transcritos nas diferentes formas dos
parasitos, enquanto alguns mantém transcricdo em nivel constante.
Alguns genes sdo mais transcritos em formas tripomastigotas em relagao
a forma epimastigota, como observado para os Clusters 5 e 8. Também
ocorre a transcricdo diferencial das formas tripomastigotas, como
representado pelos Clusters 2 e 7 e pelos genes g962.t1 e g7156.t1. A
contagem de alguns transcritos teve grande variagdo nas réplicas, o que
dificultou a observacdo da transcricdo de alguns genes, como
representado pelos Clusters 16 e 20, por exemplo.
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Figura 14. Box plot da contagem dos transcritos dos Clusters e genes de GP63 nas
diferentes formas evolutivas de T. rangeli.
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Box plot do log2 das contagens por milhdo (eixo y) pelos diferentes grupos (eixo x).
As contagens estdo representadas pelas médias (losango) mais os intervalos
interquartis. Em rosa estdo representados os transcritos de epimastigotas, em verde
de tripomastigotas metaciclicos e em azul tripomastigotas sanguineos.

4.4 MODELAGEM ESTRUTURAL

Utilizando o programa I-TASSER obteve-se as estruturas
modeladas em 3D de cada um dos trés diferentes representantes das
isoformas GP63_1, GP63 2 e GP63_3 (Figuras 14, 15 e 16). A melhor
modelagem de GP63_1 obteve um Tm-score de 0,807, indicando que a
estrutura teve um bom alinhamento com o modelo usado
(Leishmanolisina PDB 1LML). O C-score (-5 a 2) obtido foi de -1,73,
indicando que o modelo teve uma boa topologia global. A estrutura
apresenta as quatro folhas B na regido N-terminal, assim como as duas
a-hélices caracteristicas de zincinas. Observa-se também oito ligactes
dissulfetos, duas na regido N-terminal e seis na regido C-terminal. As
histidinas e o &cido glutdmico se mantém alinhados com os aminoacidos
correspondentes no modelo, assim como a metionina. Pela superficie €
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possivel observar a regido catalitica com a presenca do zinco (Figura
14). As distancias computadas entre as histidinas 209, 213 e 280 e 0
zinco é de 2,5, 3,6 e 2,5 A, respectivamente.

Figura 15. Modelagem tridimensional da representante de GP63_1 de T. rangeli.

A
‘ His-209

His-213

His-280

(A) representagdo da superficie da enzima GP63 evidenciando a fenda aonde o
substrato se liga ao sitio de clivagem; (B) regido do sitio catalitico indicando as
histidinas e acido glutamico; (C) sobreposi¢do do sitio catalitico da GP63_1 (verde)
com o modelo de Leishmanolisina (1LML) (Laranja); (D) cartoon representando as
regifes de estruturas secundarias e ligacdes dissulfeto — representadas em esferas
amarelas e verdes; (E) cartoon diferenciando regides de a-hélice em vermelho,
folhas B em amarelo e alcas em verde. Esfera magenta representa o Zn;
representacdes em palito: verde em B e C: = carbono, vermelho = oxigénio, azul =
nitrogénio. As imagens foram obtidas com o uso da ferramenta PyMOL.

Para GP63_2, o0 melhor modelo teve um Tm-score de 0,819 e um
C-score de -1,15. A estrutura apresenta as quatro folhas § na regido N-
terminal, assim como as duas a-hélices caracteristicas de zincinas.
Observa-se duas ligagBes dissulfetos, uma na regido N-terminal e uma
na regido C-terminal. As histidinas mantém-se alinhadas com os
amino&cidos correspondentes no modelo, assim como a metionina. Pela
superficie ndo é possivel observar a regido catalitica, sendo o zinco
encoberto dentro da molécula (Figura 15). As distancias computadas
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entre as histidinas 204, 208 e 269 e o zinco é de 54, 8,4 e 6,7 A,
respectivamente.

Figura 16. Modelagem tridimensional da representante de GP63_2 de T. rangeli.
A 3 . B (‘ Ala-205 (o]
SIS g
His208 ‘ His-204

Ala-205
Glu-265

Met-281
Met-345

(A) representacdo da superficie da enzima. (B) aproximacdo da regido do sitio
catalitico indicando as histidinas e &cido glutamico. (C) sobreposi¢do do sitio
catalitico da GP63_2 com o modelo de Leishmanolisina (1LML). (D) cartoon
representando as regides de estruturas secundarias e ligagOes dissulfeto —
representadas em esferas amarelas e azuis. (E) cartoon diferenciando regides de a-
hélice em vermelho, folhas B em amarelo e algas em verde. Esfera magenta
representa Zn; representacfes em palito: azul em B e C = carbono, vermelho =
oxigénio, azul = nitrogénio, amarelo = enxofre. As imagens foram obtidas com o uso
da ferramenta PyMOL.

O modelo de GP63_3 teve como valores de Tm-score e C-score
0,820 e -1,02, respectivamente. A estrutura também apresenta quatro
folhas P na regido N-terminal, assim como as duas a-hélices
caracteristicas de zincinas. Apresenta apenas uma ligacdo dissulfeto na
regido C-terminal. A arginina, histidina e metionina da estrutura se
encontram alinhadas as histidinas e metionina do modelo. Pela
superficie ndo é possivel observar a regido catalitica, somente o zinco,
porém este se encontra levemente encoberto por outra regido (Figura
16). As distancias computadas entre a arginina 210, tirosina 214 e
histidina 279 e o zinco é de 2,9, 8,2 e 4,1 A, respectivamente.
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Figura 17. Modelagem tridimencional da representante de GP63_3 de T. rangeli.

Gly-211
GlE2e

Tyr-214
His-268

His-279
His-279, His-334

(A) representacdo da superficie da enzima. (B) aproximacdo da regido do sitio
catalitico indicando as histidinas e acido glutamico. (C) sobreposi¢do do sitio
catalitico da GP63_1 com o modelo de Leishmanolisina (1LML). (D) cartoon
representando as regifes de estruturas secundarias e ligacdo dissulfeto —
representadas em esferas rosas e amarelas. (E) cartoon diferenciando regides de a-
hélice em vermelho, folhas B em amarelo e algas em verde. Esfera magenta
representa Zn; representacdes em palito: rosa = carbono, vermelho = oxigénio, azul
= nitrogénio, amarelo = enxofre. As imagens foram obtidas com o uso da ferramenta
PyMOL.

4.5 EXPRESSAO DAS GP63 DE T. rangeli
4.5.1 Clonagem dos genes de GP63 nos vetores pLEXSY-neo2 e
pROCK

A clonagem dos genes de GP63 1, GP63_2 e GP63_3 nos
vetores de expressdo para L. tarentolae e T. rangeli foi realizada como
descrito em 3.4.1. A confirmacdo da clonagem foi realizada por PCR ¢
sequenciamento dos genes. A Figura 18 mostra dois exemplos
esquematicos das diferentes construcdes realizadas.
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Figura 18. Representacdo esquematica das construgdes de pLEXSY_GP63 1 e
pROCK_GP63_1.

PLEXSY_GP63_1

10082 bp

PROCK_GP63_1

9948 bp

4.5.2 Expressdo heter6loga de GP63_1/2/3 em L. tarentolae

Foram realizadas quatro diferentes transfeccdes utilizando os
diferentes genes clonados no vetor de expressdo pLEXSY-neo2. Apds a
transfeccdo das culturas de parasitos com os plasmideos foi realizado o
processo de selecdo dos parasitos. Durante as primeiras seleces,
manteve-se 0s parasitos em tubos contendo agar sangue e meio BHI
com 50 pg/ml de G-418, porém os parasitos ndo sobreviveram a estas
condi¢des. Na Gltima transfeccao realizada, os parasitos foram mantidos
nos tubos com &gar sangue durante 48h e parte das culturas foi
transferida para garrafas de poliestireno com tampas que possuiam
filtros contendo BHI 50 pg/ml de G-418, sendo mantidos a 27 °C.

Nesta Ultima transfeccdo, os parasitos transfectados com os
vetores pLESXY_GP63_1/2 sobreviveram as sele¢cdes. Destes foram
extraidos DNA total para confirmacdo da presenca do gene por PCR
(Figura 19A), bem como as proteinas totais para verificacdo da
expressao das GP63 por western blot utilizando o anticorpo anti-HisTag
(Figura 19B). Os parasitos selecionados com o0s vetores
pPLEXSY_GP63_1/2 encontram-se criopreservados no Criobanco do
Laboratério de Protozoologia.

A eletroforese das PCRs de confirmacdo da presenca dos genes
revelou uma banda de tamanho esperado de aproximadamente 1.900 pb
nos parasitos transfectados com os plasmideos de pLEXSY_GP631 e 2.
Uma vez que os iniciadores eram direcionados para o vetor foram
utilizados foi possivel confirmar a presenca dos plasmideos contendo os
genes GP63-1 e 2 de T. rangeli nas culturas de L. tarentolae. Quando
realizado o western blot, as bandas presentes estdo em aproximadamente
50 kDa, sendo este menor do que o esperado pelas analises in silico, que
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seria de cerca de 64 kDa. Além disso, uma banda de mesmo tamanho foi
verificada nos parasitos controle ndo transfectados.

Figura 19. Confirmacéo da presenca dos genes GP63_1 e GP63_2 de T. rangeli e
verificagdo da expressdo destas proteinas recombinantes nas culturas de L.
tarentolae transfectadas.

A B
M 1 2 S C-

2448 |
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(A) Eletroforese em gel de agarose 1 % dos produtos de PCR realizados a partir dos
parasitos transfectados com os plasmideos pLEXSY_GP63_1 e 2 e selecionados
com G-418. O PCR foi realizado com os iniciadores senso P1442 e antissenso A264
direcionado ao vetor pLEXSY-2-neo. M — Marcador de massa molecular, DNA
Fago Lambda digerido com enzima Pstl; os valores estdo em pares de base. C- —
controle negativo da reagdo. (B) Western Blot utilizando anti-HisTag para
verificagdo da expressdo de GP63_1/2 recombinante nas culturas transfectadas.
Valores representam a massa molecular das respectivas proteinas em kDa. S —L.
tarentolae selvagem; 1- L. tarentolae transfectada com pLEXSY_GP63_1; 2 — L.
tarentolae transfectada com pLEXSY_GP63_2.

4.5.3 Superexpressdo de GP63_1/2/3 em T. rangeli

Foram realizadas quatro diferentes transfecc¢des utilizando os trés
genes clonados no vetor de expressdo pROCK. Para as culturas de T.
rangeli as sele¢bes dos parasitos foram realizadas com crescentes
concentracBes do antibidtico G-418 (10-300 pg/ml). As primeiras
transfeccOes foram realizadas com 10 pg de cada plasmideo e a selecéo
comecou com 25 ug/ml de G-418, porém os parasitos logo morriam,
entdo optou-se por abaixar a concentragdo de antibiético e aumentar a
concentracao dos plasmideos para 40 ug.

O aumento da concentracdo dos plasmideos mostrou-se
prejudicial para os parasitos, com baixa sobrevivéncia apds as
transfecgdes, dificultando as sele¢des. No entanto, quando a transfeccdo
foi realizada com a concentracdo menor de plasmideo, mas diminuindo
a concentracdo do antibidtico para o inicio da selecdo, foi possivel o
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crescimento gradual das culturas de T. rangeli transfectadas. Como os
genes da GP63 sdo expressos fusionados com a proteina fluorescente
mNeonGreen foi possivel observar 0 aumento nas expressdes das GP63
a partir do crescente aumento na fluorescéncia emitida pelos parasitos
(Figura 20).

A expressdo das GP63-3 pelos parasitos também foi confirmada
por western blot utilizando anti-Flag3x. No momento da extracdo das
proteinas dos parasitos, as culturas transfectadas com os plasmideos
pROCK_GP63_1 e pROCK_GP63_2 estavam ainda em processo de
sele¢do, sendo que o0s parasitos apresentam baixa emissdo de
fluorescéncia, bem como ndo houve deteccdo por western blot. As
massas moleculares das proteinas detectadas por anti-Flag3x
correspondem as massas preditas in silico de aproximadamente 30 e 92
kDa para as proteinas mNeonGreen e GP63_3_mNeonGreen,
respectivamente.

Figura 20. Confirmagdo da superexpressdo das GP63 1, 2 e 3 nas culturas

transfectadas de T. rangeli.
R 1 2

3 s
A B .
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(A) Western blot utilizando o anticorpo anti-Flag3x dos extratos proteicos totais das
culturas de T. rangeli transfectadas com: R -o plasmideo pROCK; 1 -
pROCK_GP63_1; 2- pROCK_GP63_2; 3 — pROCK_GP63_3; S — extrato proteico
da cepa selvagem. Os valores representam a massa molecular das respectivas
proteinas em kDa. (B-E) Parasitos das diferentes culturas transfectadas com o
plasmideo pROCK expressando apenas a proteina fluorescente mNeonGreen (B); e
as proteinas GP63-1 (C), 2 (D) e 3 (E) fusionadas a mNeonGreen. As barras em
branco representam 50 um.
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5 DISCUSSAO

Tripanosomatideos utilizam de estratégias variadas para
sobreviverem em seus hospedeiros mamiferos, como evasdo e/ou
modulagdo do sistema imune. Primeiramente é necessario impedir a lise
mediada pelas vias alternativa e da lecitina do sistema complemento,
gue sdo as primeiras formas de defesa do sistema imune (CESTARI et
al., 2013). Apos impedir a acdo do sistema complemento, T. cruzi e
algumas espécies do género Leishmania infectam células e conseguem
modular o sistema imune, permitindo sua sobrevivéncia (GEIGER et al.,
2016; SOARES-SILVA et al., 2016). T. rangeli, apesar de ndo ter o seu
ciclo no hospedeiro mamifero elucidado, possui resisténcia ao sistema
complemento (SCHOTTELIUS, 1982), contribuindo para evasdo da lise
mediada por complemento e sua sobrevivéncia durante a infeccéo.

Para realizarem a evasdo e modulagdo do sistema imune, esses
parasitos geralmente utilizam de uma variedade de enzimas
proteoliticas, sendo uma delas a GP63. Diferentes isoformas desta
proteina podem ser encontradas nas diferentes formas evolutivas dos
parasitos, como ja demonstrado para T. cruzi e Leishmania (YAO;
DONELSON; WILSON, 2003; CUEVAS; CAZZULO; SANCHEZ,
2003).

Os parasitos passam por nichos distintos em seu ciclo de vida e
precisam rapidamente se adaptar, para tanto, a expressao diferencial de
suas proteinas € essencial. Schneider e colaboradores (1992)
demonstraram que durante a diferenciacdo in vitro de formas
amastigotas para promastigotas 0 mRNA de GP63 é transcrito em
guantidade crescentes com o passar do tempo, e que esse aumento na
transcricdo ocasiona 0 aumento na expressdo de GP63 em
promastigotas. Ramamoorthy e colaboradores (1992) observaram que
também ocorre uma mudanca na transcricdo de diferentes mRNAS
codificantes para GP63 de promastigotas para promastigotas
metaciclicas, mudanca esta que também foi observada em nivel
proteico. De modo semelhante, Belew e colaboradores (2017),
observaram diferencas no padrdo de transcricdo de GP63 por meio da
andlise do transcritoma das cepas CL14 e CLBrener de T. cruzi. Além
disso, Kulkarni e colaboradores (2009) demonstraram que as isoformas
de TcGP63 séo diferencialmente expressas entre as formas evolutivas do
parasito, e que essas isoformas também apresentam diferencas na
localizagdo celular e em suas modificagbes pds-traducionais. No
presente trabalho, observou-se diferencas na transcricdo de algumas
isoformas de GP63 de T. rangeli, especialmente de membros dos grupos
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GP63_1 e GP63_2. Adicionalmente, também foi possivel observar que
nas formas tripomastigotas a transcricdo de GP63 é geralmente maior
que nas formas epimastigotas, sugerindo maior relacdo dessa proteina na
interacdo parasito-hospedeiro no hospedeiro mamifero.

Em Leishmania ocorre de maneira similar, sendo que nas formas
promastigotas metaciclicas a expressdo de GP63 na superficie do
parasito é geralmente maior, isso porque a GP63 é essencial para a
sobrevivéncia do parasito frente ao sistema complemento. Ocorre a
opsonizagdo do parasito por C3b e a GP63 cliva este componente em
iC3b, impedindo a formagéo da C3-convertase e do complexo de ataque
a membrana, porém o parasito mantém-se opsonizado para auxiliar sua
fagocitose pelas células do hospedeiro, onde o parasito ird se
multiplicar. (BRITTINGHAM et al., 1995; DA SILVA et al., 1989). De
maneira oposta, resultados de imunofluorescéncia do nosso grupo de
pesquisa, mostraram que T. rangeli ndo é opsonizado por C3b em
presenca de soro fresco ou inativado (PONTES et al., 2017). Entretanto,
como ja observado (SCHOTTELIUS, 1982), tanto as formas
epimastigotas quanto as tripomastigotas de T. rangeli sdo resistentes a
lise mediada por complemento, sendo 0 mecanismo envolvido nessa
resisténcia objeto de estudo de outro trabalho do nosso grupo (dados nédo
publicados).

Além das proteinas presentes em sua superficie, os parasitos
secretam vesiculas contendo moléculas que irdo favorecer sua
sobrevivéncia e que podem aumentar sua patogenicidade. Através de
uma analise inicial do secretoma de T. rangeli, foi possivel identificar
quatro diferentes GP63s dos trés diferentes grupos. Duas delas
pertencentes ao grupo 1 estdo presentes no secretoma de
tripomastigotas, enquanto as outras duas, uma do grupo 2 e uma do
grupo 3, foram encontradas tanto no secretoma das formas
epimastigotas quanto tripomastigotas. De maneira similar, também
foram encontradas GP63 nos secretomas de T. cruzi e de todas as
espécies de Leishmania avaliadas (BAYER-SANTOS et al., 2012;
ATAYDE et al., 2016; BROSSAS et al., 2017).

Para espécies de Leishmania, a secre¢cdo deGP63 é fundamental,
sendo um dos principais componentes das vesiculas e cujo sem a qual o
parasito ndo é capaz de modular de maneira efetiva o sistema imune do
hospedeiro (HASSANI et al., 2014; MARSHALL et al., 2018). Segundo
Atayde e colaboradores (2015), Leishmania secreta as vesiculas no
intestino do flebotomineo que s&o inoculadas juntamente com o0s
parasitos durante o repasto sanguineo. Tendo em vista a presenca de
GP63 no secretoma de formas tripomastigotas, 0 mesmo pode acontecer
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para T, rangeli, visto que a transmissdo de ambos os parasitos pelos seus
respectivos vetores é similar. Em se tratando de T. rangeli, ainda ndo se
sabe se 0 modo de secrecdo das proteinas é por meio de vesiculas e
guais sao 0s principais componentes desse secretoma.

Na analise preliminar, interessantemente, foram encontradas
GP63s dos trés grupos, sendo que apenas na sequéncia g623.t1 ndo foi
identificado um peptideo sinal para enderecamento celular. Geiger e
colaboradores (2010), avaliaram o secretoma de trés diferentes cepas de
T. brucei, e observaram que muitas das proteinas secretadas também nao
possuiam peptideos sinais, sendo secretadas de maneiras ndo
convencionais, indicando que ainda existem modos de enderecamento
celular utilizados pelos parasitos ndo abrangidos pelos programas de
bioinformatica atualmente utilizados.

Das 131 sequéncias de GP63 encontradas neste trabalho, 31
sequéncias possuem predicdo com peptideo sinal e ancora GPI, sendo
trés delas presentes no secretoma, as outras possivelmente se encontram
localizadas na superficie do parasito. 36 sequéncias ndo possuem
qualquer tipo de enderecamento celular predito, provavelmente
desempenhando seu papel de modo intracelular.

As 183 sequéncias de GP63 de T. rangeli encontradas, incluindo
as redundantes, representam um nimero menor do que o descrito por
Stoco e colaboradores (2014) (444 sequéncias) e por Ferreira e
colaboradores (2010) (222 sequéncias). Porém, pela anotacdo dos
transcritos no transcritoma do T. rangeli, foram encontradas outras 151
sequéncias que ndo tiveram similaridade com as sequéncias encontradas
no genoma, totalizando 334 sequéncias, nimero mais préximo do
encontrado por Stoco e colaboradores (2014), que também observaram
muitos pseudogenes, ao contrario do observado neste trabalho.

A metodologia utilizada por Ferreira e colaboradores (2010) pode
ter excluido sequéncias curtas de GP63, visto que 0s autores
sequenciaram sequéncias de 2000 a 4000 pares de base, 0 que poderia
aumentar o nlmero de sequéncias encontradas, € a variacdo também
pode ser relacionada a cepa utilizada (P07). Dentre as sequéncias
descritas por esses trabalhos, a maioria foi relacionada as sequéncias de
T. cruzi, de modo similar a quantidade de sequéncias, maior do que
encontrada para Leishmania e T. brucei para esta familia génica
(STOCO etal., 2014).

As 131 sequéncias foram alinhadas e realizou-se uma anélise
filogenética, a qual mostrou que a maioria das sequéncias se agrupam
em dois grandes clados. Dentro de um dos clados estdo agrupados 0s
genes de GP63 2 e 3. As sequéncias de GP63 2 apresentam
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proximidade evolutiva, assim como as de GP63 3, porém estdo
filogeneticamente mais relacionadas com diferentes isoformas de
GP63_1, provavelmente das quais se derivam. Pelo logo dos motivos,
fica evidente que as diferentes sequéncias dos grupos GP63 2 e 3 sdo
bastante conservadas dentro dos seus respectivos grupos, provavelmente
devido ao menor numero de sequéncias. Dentre 0s aminoacidos
conservados, além dos caracteristicos do motivo, se encontram uma
fenilalanina na posicédo 9, arginina na posicdo 27, cisteina na posicdo 51,
metionina na posic¢do 57, triptofano na posi¢éo 74 e &cido glutdmico e
leucina nas posigdes 82 e 83, respectivamente, sendo estes aminoacidos
também conservados entre GP63s de outras espécies de
tripanosomatideos, provavelmente contribuindo para manter a estrutura
adequada da proteina (FERREIRA et al., 2010; MA et al., 2011).

Para melhor entender as estruturas das diferentes isoformas de
GP63, foram realizadas as modelagens tridimensionais das proteinas. A
determinacdo das estruturas terciarias das proteinas pode auxiliar no
entendimento da sua possivel fungdo e mecanismo celular. Os métodos
de determinagdo de estruturas estdo cada vez mais acurados, pois a
maioria dos dobramentos ja foram elucidados experimentalmente, e
proteinas similares geralmente se dobram de maneira similar (ROCHE;
MCGUFFIN, 2016). Levando isso em consideragdo as modelagens
tiveram como modelo a estrutura previamente cristalizada de GP63 de
Leishmania major (PDB: 1LML) por Schlagenhauf, Etges e Metcalf
(1998).

Os trés modelos de GP63 de T. rangeli tiveram bons indices de
modelagem, tendo as estruturas topologias parecidas entre si, assim
como com o0 modelo de Leishmanolisina, como observado nas Figuras
8, 9 e 10. GP63_1 apresenta 0 motivo de ligacdo ao zinco conservado
(HExxHxxGxnHxnM). Pelo alinhamento, observa-se que as histidinas e
acido glutdmico estdo em posi¢cdes parecidas e poderiam realizar as
ligagdes com o atomo de zinco. As distancias do nitrogénio presente no
anel que fariam a ligacdo com zinco estdo parecidas ao que ja foi
descrito para outras metzincinas (STOCKER; BODE, 1995), apesar da
distancia da His-213 estar em 3,6 A, deve-se atentar ao fato de que a
modelagem mostra a proteina estatica, e esses valores podem mudar
com 0s movimentos que a proteina realiza, como descrito por Carvalho
e colaboradores (2015).

O zinco presente no sitio catalitico de GP63 1 se encontra
acessivel, assim como no modelo de Leishmania, indicativo que de a
interacdo com o substrato € possivel. A estrutura possui oito ligaces
dissulfeto, o que confere rigidez a molécula, também observada em
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Leishmania, diferente dos modelos de GP63 2 e 3, os quais possuem
somente duas e uma ligacdo dissulfeto, respectivamente, sugestivo de
moléculas menos rigidas, como alguns membros das metzincinas
(RAWLINGS; SALVESEN, 2012).

Todos os modelos possuem as quatro folhas f e duas a-hélices
presentes nas diferentes metzincinas (CERDA-COSTA; GOMIS-
RUTH, 2013), mostrando uma conservagéo entre as proteinas. Porém, a
conservagdo do motivo também é essencial para a agdo hidrolitica.
Como demonstrado por McGwire e Chang (1995), para correta
atividade catalitica, o acido glutamico presente no motivo €
indispensavel, sendo que trocando-o por acido aspartico — aminoéacido
também de carga negativa e com potencial para ligacdo com uma
molécula de H>O —, a atividade catalitica é altamente reduzida. De modo
semelhante, substituicdes das duas primeiras histidinas do motivo
também reduziriam a atividade da enzima, mostrando que esses
aminoacidos sdo essenciais para a sua fungéo.

Além de ndo possuirem o motivo conservado, as distancias entre
0Ss nitrogénios e oxigénio sd8o bem maiores que o0 comum para
interagirem com o zinco. Pela analise da superficie de GP63 2 e 3
podemos observar que o motivo com o0 zinco ndo esta acessivel aos
possiveis substratos, e sendo o zinco o atomo responsavel pela hidrolise
do substrato, sem sua correta ligacdo ao motivo ou sua acessibilidade a
superficie da molécula, é provavel que essas isoformas ndo possuam
atividade catalitica, podendo sua atividade estar atrelada a outra funcéo.

Analisando a sequéncia aminoacidica das trés isoformas pode-se
observar que GP63 2 e 3, apesar de possuirem duas e uma ponte
dissulfeto, possuem as 15 cisteinas conservadas entre GP63s de
diferentes espécies, porém ndo possuem a cisteina provavelmente
responsavel pela autohidrolise do pro-peptideo, caracteristico de
metaloproteases de matriz, mas também bastante encontrada em outras
metzincinas (MA et al., 2011; CALIXTO et al., 2013). A enzima é
produzida de modo inativo e ap6s a clivagem do pré-peptideo € ativada,
mostrando funcéo catalitica (BALABAN; RUDAKOVA;
SHARIPOVA, 2011).

Para avaliar a atividade das diferentes isoformas decidiu-se
expressar as proteinas de forma heter6loga em L. tarentolae, modelo
escolhido devido a similaridade entre esse organismo e T. rangeli. Esses
dois organismos apresentam similaridades quanto ao reconhecimento de
peptideos sinais e sitios de glicosilacdes, além do rapido crescimento
desses parasitos. Para realizar a expressdo, 0s genes foram clonados no
vetor pLEXSY-neo2, que possui promotor ribossomal de Leishmania
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para expressdo das proteinas, assim como a proteina é produzida
contendo seis histidinas em sequéncia na regido C-terminal, para
posterior purificacdo em coluna de NiNTA.

Para que as histidinas estivessem na proteina expressa, as
sequéncias que possuiam peptideo para ancora de GPI tiveram o
peptideo removido, para que durante o processamento das proteinas a
sequéncia de histidinas ndo fosse substituida pela ancora de GPI. Para
gue as modificagcdes pos-traducionais, como correto dobramento e
glicosilagbes, ocorressem, os peptideos sinais das proteinas foram
mantidos nas sequéncias.

Foram realizadas diferentes transfecgdes com o0s vetores
pPLEXSY_GP63_1/2/3 em culturas de L. tarentolae e durante as
selegdes dos parasitos observou-se crescente aumento na densidade
populacional das culturas na presenga do antibidtico de selecéo,
indicando que os parasitos estavam expressando o gene de resisténcia
presente no vetor. Entretanto, o crescimento logo cessava e 0s parasitos
morriam, sugerindo que as proteinas estavas sendo tdxicas para as
culturas. Porém, depois de ajustados alguns parametros na selecéo, foi
possivel selecionar as culturas transfectadas com pLEXSY_GP63_1/2.

Problemas de toxicidade com GP63 de T. rangeli ja haviam sido
relatados por Pereira (2014), que tentou realizar a expressdao de GP63
em diferentes modelos bacterianos, mas ap6s as transformagdes com os
vetores de expressdao contendo os genes, ndo ocorria 0 crescimento de
clones positivos. Adicionalmente, Pereira (2014) também realizou a
expressdao em modelo de célula mamifera, e mesmo obtendo células
expressando as proteinas, a expressdao foi basal e ndo foi possivel a
purificacdo destas.

Apos a selecdo das culturas de L. tarentolae transfectadas com os
vetores pLEXSY_GP63_1/2, foram realizados PCR e Western Blot para
confirmagdo da presenca dos genes inseridos nos plasmideos e da
expressao das proteinas. Para a PCR foram utilizados os iniciadores que
flanqueiam os genes no vetor, e por eletroforese em gel de agarose
observou-se a amplificacdo de fragmentos de tamanho esperado e
somente nas culturas transfectadas. Contudo, pela realizacdo do western
blot observou-se bandas reconhecidas por anti-HisTag tanto nas culturas
transfectadas quanto na cultura selvagem, provavelmente por uma
reacdo inespecifica do anticorpo.

Por analises in silico, a massa esperada para as proteinas era de
aproximadamente 60 kDa e as proteinas reconhecidas possuiam massa
molecular de aproximadamente 50 kDa. Calixto e colaboradores (2013)
analisaram uma sequéncia de GP63 1 de T. rangeli e observaram a
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presenca de um pro-peptideo na regido N-terminal da proteina, também
encontrado nas sequéncias de GP63 usadas como referéncia neste
trabalho. Todavia, somente a sequéncia de GP63_1 possui a provavel
cisteina envolvida na clivagem do prd-peptideo, porém ndo se pode
descartar a possibilidade de ocorrer a clivagem do pro-peptideo por
outra cisteina presente na sequéncia ou por outro mecanismo.

A GP63 de L. major, cujo cristal foi resolvido
(SCHALANGENHAUF; ETGES; METCALF, 1998), € expressa como
uma pré-enzima e tem sua funcdo proteolitica inibida até ocorrer a
clivagem do pro-peptideo, mecanismo comum entre metaloproteases,
provavelmente para impedir a hidrolise inespecifica de proteinas
celulares (GOMIS-RUTH, 2009). Como a funcdo de GP63 é geralmente
ocorre na superficie do parasito, a presenca de GP63 no interior da
célula em grande quantidade, como no caso da expressdo heter6loga,
pode ocasionar em uma maturacdo antecipada da enzima, o0 que a
tornaria toxica para a célula, e pela observacdo do western blot os
parasitos selecionados ndo expressam ou expressam pouca guantidade
da proteina, o que pode estar favorecendo sua sobrevivéncia.

Além de realizar a caracterizacdo individual das enzimas,
também é imprescindivel entender sua fungdo no parasito, visto que a
GP63 estd relacionada a interacdo parasito-hospedeiro em outros
tripanosomatideos. As primeiras transfeccdes das culturas de T. rangeli
foram realizadas com os vetores pLEXSY_GP63 1/2/3, porém como
ocorreu para as culturas de L. tarentolae os parasitos ndo sobreviveram
a selecdo dos clones expressando as proteinas de interesse. Portanto,
decidiu-se realizar as clonagens dos genes no vetor pPROCK, que possui
promotor ribossomal de T. cruzi, também reconhecido por T. rangeli. A
proteina expressa é fusionada ao peptideo Flag3x e a proteina
fluorescente mNeonGreen e ao final possui um peptideo sinal para
ancora GPI, portanto a proteina expressa mantém a sinalizacdo para
ancoragem via ancora GPl como o ja existente na sequéncia das
proteinas originalmente.

Assim como para as culturas transfectadas com
PLEXSY_GP63_1/2/3, ap6s as primeiras transfecgbes das culturas com
o0s vetores pROCK_GP63_1/2/3 os parasitos logo morriam durante a
selecdo, provavelmente devido a toxicidade combinada do antibidtico e
das proteinas sendo altamente expressas. Apds mudangas no protocolo
da transfeccdo e nos métodos de selecdo dos parasitos foi possivel a
visualizacdo da fluorescéncia emitida pelas proteinas. Conforme os
parasitos eram selecionados com crescentes concentragBes do
antibidtico, observou-se um aumento na fluorescéncia por microscopia.
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A confirmacdo da expressdo das proteinas também foi realizada por
western blot utilizando o anticorpo anti-FlagM2, porém no momento da
extracdo das proteinas dos parasitos as culturas transfectadas com
pROCK_GP63_1/2 estavam no comego do processo de selecéo,
podendo estar expressando as proteinas, mas em niveis ndo detectaveis
pela técnica. No entanto, os parasitos transfectados com o plasmideo
pROCK_GP63_3 tiveram confirmada a expressdo da proteina fusionada
por microscopia e western blot.
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6 CONCLUSAO

A GP63 de Trypanosoma rangeli é uma familia génica de
metaloproteases composta por diversas cOpias. Esta familia pode ser
classificada em trés grupos com relagdo ao motivo catalitico,
GP63_1/2/3. Os membros de GP63_1 possuem 0 motivo conservado,
enquanto os membros de GP63_2/3 possuem modificacdes no motivo.
Através da andlise in silico observou-se que as mutacGes no motivo de
ligacdo ao zinco de GP63 2 e 3 sugerem perda da fungdo
metaloproteases. Entretanto, essas isoformas continuam sendo
transcritas, possuindo ainda transcri¢do diferencial em diferentes formas
evolutivas do parasito. Adicionalmente, membros dos trés grupos de
GP63 de T. rangeli sdo secretados em diferentes formas evolutivas do
parasito.

A fim de confirmar essas analises, decidiu-se realizar a expressao
e purificacdo das proteinas, entretanto no modelo de expressdo
heter6loga as proteinas se mostraram tdxicas. Contudo, foi possivel
obter culturas de T. rangeli superexpressando as isoformas de GP63,
visando o melhor entendimento das suas func¢Ges na relacdo parasito-
hospedeiro.

Portanto, o conjunto dos dados obtidos reforcam a hipétese
proposta inicialmente neste trabalho de que as isoformas de GP63_2/3
ndo possuem funcao de metaloproteases.
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