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RESUMO

O Trypanosoma rangeli, ¢ um protozoario de ciclo heteroxénico, e para
que esta alternancia de hospedeiros ocorra, o parasito possui uma
regulagdo génica em nivel pos- transcricional, que permite rapida
mudanga nos padrdes de expressdo génica, possibilitando uma adaptagdo
do parasito a diferentes ambientes. As amastinas constituem uma familia
multigénica, subdividida em quatro grupos: a, B, vy e 6. Genes
representativos de amastinas estdo presentes no genoma do 7. rangeli,
mas o seu padrdo de expressdo, localizacdo celular, envolvimento na
interagdao com cé¢lulas do hospedeiro neste parasito ainda precisam ser
investigados. Sendo assim, este estudo, t€m como objetivo avaliar o ciclo
celular do Trypanosoma rangeli com a finalidade de atribuir o possivel
papel das amastinas e tuzina na interagdo parasito/hospedeiro. Neste
trabalho foram identificados 21 (sendo quatro genes truncados) genes
pertencentes a familia das amastinas, divididos em sete grupos, e um gene
referente a tuzina e ambos com localizagdo membranar. Através de uma
analise filogenética, classificar esses genes de amastinas como
pertencentes ao grupo das o, B e d-amastinas. Analisamos dois genes de
duas diferentes subfamilias 7rAma7 1 (f —amastina) e 7rAma4 1 (a-
amastina) quanto a produ¢do dos niveis de transcritos € de expressao
proteica, observamos que ambos os genes produzem niveis de transcritos
nas formas evolutivas epimastigotas e tripomastigotas com diferenca entre
as mesmas, mas, apenas para 7rAma4 1 foi observada a expressdo
proteica no Western blot. Para Tuzina, observamos que as mesmas
encontram-se intercaladas no genoma com as 6-amastinas, € apresar de
os niveis de transcritos serem diferentes entre diferentes formas
evolutivas analisadas, os niveis de proteina expressa sdo iguais entre todas
as formas, tanto para 7. rangeli e T. cruzi. Com 1sso, observamos entao
que o nivel de proteina expressa nao ¢ estdgio dependendo como a
producdo dos niveis de transcritos, para ambos os genes. Parasitos da
cepa Choachi de T. rangeli foram transfectados com amastinas de 7. cruzi
de duas diferentes subfamilias e com a 7TrAma4 1 de 7. rangeli
fusionadas com GFP, e com base nos resultados encontrados no estudo in
vivo da infec¢do experimental com essas cepas transfectadas em
comparagdo com a cepa parental pudemos observar que nao houveram
diferengas significativas na evolugdo da infeccao.

Palavras-chave: amastinas, tuzina, Trypanosoma rangeli.



ABSTRACT

Trypanosoma rangeli is a protozoan of heteroxenic cycle and for this host
alternation to occur the parasite has a post-transcriptional level of gene
regulation that allows a rapid change in the gene expression patterns,
allowing an adaptation of the parasite to different environments. The
amastins constitute a multigenic family, subdivided into four groups: o,
B, v and 6. Representative amastin genes are present in the 7. rangeli
genome, but their pattern of expression, cell localization, involvement
with host cells interaction in this parasite still needs to be investigated.
Thus, this study aims to evaluate the cell cycle of Trypanosoma rangeli
in order to attribute the possible role of amastines and tuzin in the
parasite/host interaction. In this work 21 genes (those: four are truncated
genes) were identified belonging to the amastine family, divided into
seven groups, and one gene related to the tuzin and both of them with
membrane localization. Through a phylogenetic analysis, these amastine
genes were classify belonging to the o, B and d-amastins group. We
analyzed two different genes from two different amastin subfamilies:
TrAma7 1 (B-amastine) and 7rAma4 1 (a -amastine) for the production
of transcript levels and protein expression, and we observed that both
genes produce levels of transcripts in epimastigote and trypomastigote
evolutionary forms with difference between thenselves but only for
TrAma4 1 was observed protein expression in the Western blot. For
Tuzin, we observed that they are intercalated in the genome with the d-
amastines, and the transcript levels are different between different
evolutionary forms analyzed, expressed protein levels are equal between
all forms, both for 7. rangeli and T. cruzi. So, until now we observed that
the protein expression levels are not stage specific, diferent os the
transcriptions levels. Parasites of 7. rangeli strain Choachi were
transfected with four different 7. cruzi amastins from two different
subfamilies and with 7. rangeli TrAma4 1 and fused with GFP, and
based on the results found in the in vivo study of the experimental
infection with these strains transfected into comparison with the parental
strain showed that there were no significant differences in the evolution
of the infection.

Key words: amastin, tuzin, Trypanosoma rangeli.
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Figura 33: Padronizacao da PCR em tempo real para quantificacao dos
niveis de transcritos de tuzina em diferentes formas evolutivas de
Trypanosoma rangeli € Trypanosoma cruzi. Curvas de dissociacao do
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T. cruzi (E). Curvas de amplificacdo para o gene de 7. rangeli (C) e T.
cruzi (F) demonstrando amplificagdo nas dilui¢des seriadas do cDNA.



Figura 34: Niveis de mRNA de tuzina em diferentes formas bioldgicas
de (A) Trypanosoma rangeli (Tr TUZINA) e (B) Trypanosoma cruzi
(Tc_TUZINA). Foram analisadas formas epimastigotas (EPI),
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1. INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma rangeli

Protozoarios do género Trypanosoma pertencentes a Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, sdo parasitos com ciclos de
vida alternando entre um hospedeiro invertebrado e também
frequentemente, entre um hospedeiro mamifero, estando presente no
sangue e tecidos (MYLER, 1993). Trypanosoma (Herpetosoma)
rangeli ¢ um protozoario hemoflagelado (Figura 1), sendo um
tripanosomatideo que ocorre exclusivamente no continente americano
capaz de infectar diversos mamiferos, incluindo o ser humano (GUHL
e VALLEJO, 2003).

Trypanosoma rangeli em sangue de camundongo experimentalmente
infectado (corado por Giemsa) (aumento de 1.000x). Fonte: Stoco
(2010).

De Leon (1952) detectou pela primeira vez T. rangeli em
amostras de sangue humano ao estudar a doenca de Chagas na
Guatemala. Desde entdo, mais de 2.600 casos de infeccdo humana ja
foram descritos (D’ALESSANDRO, 1976; D’ ALESSANDRO e
SARAVIA, 1992; STEINDEL, 1993; GRISARD et al., 1999). Sabe-se
que Trypanosoma cruzi € T. rangeli vivem em simpatria, possuindo
ampla distribuicdo nas Américas Central e do Sul, com sobreposic¢do de
areas geograficas (Figura 2). Além disso, estas duas espécies
compartilham uma grande variedade de reservatorios mamiferos,
incluindo as Ordens Xenartha, Marsupialia, Carnivora, Rodentia e
Primata (ANES, 1987; CUBA CUBA, 1998). Entretanto, de forma
contraria ao que ocorre para 7. cruzi nao ha evidéncias de que 7.
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rangeli seja patogénico para estes hospedeiros mamiferos (HERBIG-
SANDREUTER, 1955; CUBA CUBA, 1998).

Os insetos vetores de 7. rangeli pertencem a Ordem
Hemiptera, Familia Reduviidae, Subfamilia Triatominae, sendo que as
espécies pertencentes ao género Rhodnius sdo seus principais vetores
naturais e experimentais. Entretanto, triatomineos de outras espécies
como, por exemplo, Triatoma dimidiata, Triatoma protracta €
Triatoma infestans, também sao capazes de transmitir o 7. rangeli em
condigdes experimentais (STEINDEL et al., 2001; D’ALESSANDRO
¢ SARAVIA, 1992; STEINDEL, 1993). Sabe-se que a suscetibilidade
dos triatomineos a infec¢do pelo 7. rangeli varia conforme a espécie
do vetor e a cepa do parasito, apresentando uma estreita relagdo com
sua localizagao geografica (GUHL e VALLEJO, 2003).

Figura 2: Distribuicdo geografica do Trypanosoma cruzi (doenga
de Chagas) e pontos de ocorréncia do Trypanosoma rangeli. Mapa
das Américas Central e do Sul, mostrando a sobreposi¢do geografica da
distribuicao da doencga de Chagas humana (sombreado) e os registros
de ocorréncia comprovada do Trypanosoma rangeli em humanos,
triatomineos ou animais silvestres (#). Fonte: Grisard, Steindel (2005).
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1.2 Interacao do Trypanosoma rangeli com o inseto vetor

O ciclo de vida dos parasitos pertencentes ao género
Trypanosoma ¢ complexo, sendo possivel observar diferentes estagios
de desenvolvimento caracterizados por alteragdes estruturais e
metabolicas em consequéncia das adaptagdes decorrentes de passagens
pelos diferentes organismos hospedeiros: invertebrados e vertebrados
(SOUTO-PADRON, 2002). De forma distinta ao observado para o T.
cruzi, a transmissao do 7. rangeli para o hospedeiro mamifero ocorre
por via inoculativa, sendo que nos triatomineos este parasito invade a
hemolinfa e posteriormente as glandulas salivares onde sdo formadas
as suas formas infectivas (Figura 3) (ANEZ et al, 1987; GROOT,
1954; MARINKELLE, 1968; TOBIE, 1965, 1970; HECKER et al.,
1990; D’ALESSANDRO, 1999; FERREIRA ef al., 2010). Ao contrario
do observado em insetos infectados pelo 7. cruzi, a infecdo dos
triatomineos pelo 7. ramgeli determina patologia ao inseto vetor
(VALLEJO et al.,, 2009), afetando a homeostase de suas glandulas
salivares, alterando a atividade anti-hemostatica da saliva e, por
conseguinte, incorrendo em dificuldade ao repasto sanguineo. A
infec¢do pode ainda acarretar em um aumento do volume da hemolinfa
¢ uma varia¢ao no desenvolvimento do inseto, promovendo dificuldade
nas mudas entre estadios de desenvolvimento e/ou deformidade das
ninfas/adultos emergentes, levando ao aumento da mortalidade destes
triatomineos (GARCIA et al., 1994; GUHL e VALLEJO, 2003).
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- Mammalian Host

Figura 3: Ciclo biologico do Trypanosoma rangeli no hospedeiro
invertebrado. (A) Ingestdo das formas tripomastigotas durante o
repasto sanguineo do triatomineo; (B) Formas epimastigotas curtas no
intestino médio do triatomineo se dividem e podem invadir a hemocele
ou seguir até a ampola retal, onde algumas se diferenciam em formas
tripomastigotas e podem ser excretadas junto com as fezes e urina; (C)
na hemocele dividem-se de forma livre como epimastigotas longos ou
(D) podem invadir hemoécitos onde a multiplicagdo nao ¢ certa. (E)
Invasdo das glandulas salivares pelos epimastigotas de forma longa e
(F) diferenciacdo para formas infectantes (tripomastigotas
metaciclicos), as quais sdo inoculadas com a saliva durante o repasto
sanguineo (F). Fonte: Stoco ef al. (2016).

A infeccao do trato intestinal do vetor pelo T. rangeli pode
persistir por toda a vida do inseto, entretanto, parasitos sdo usualmente
encontrados nas fezes de 31 a 70% dos insetos infectados (PIFANO et
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al., 1948; D’ALESSANDRO, 1976; CUBA, 1975; HECKER et al.,
1990). Estes parasitos eliminados juntamente com as fezes do vetor
também podem ser infectantes para os hospedeiros mamiferos, nao
sendo, entretanto a forma primordial de transmissdao (RENTIFO et
al., 1950; D’ALESSANDRO, 1976; TOBIE, 1964; HECKER et al.,
1990).

Os membros da Familia Trypanosomatidae caracterizam-se
por apresentarem uma diversidade de estagios morfologicos
relacionados as fases do ciclo bioldgico e as interagdes com 0 meio em
que se encontram (CUBA CUBA, 1998). No vetor, 7. rangeli
apresenta-se em sua forma epimastigota replicativa no trato intestinal
¢ na hemolinfa, ao passo que apds a penetracdo das glandulas
salivares, diferencia-se em formas tripomastigotas metaciclicas
infectivas para os hospedeiros mamiferos. Nestes, 7. rangeli ¢
unicamente observado em sua forma tripomastigota sanguinea (REY,
2001; SOUTO-PADRON, 2002).

No trato digestivo de R. prolixus, a diferenciagdo das formas
tripomastigotas do 7. rangeli ingeridas durante o repasto sanguineo
da origem a formas epimastigotas curtas e longas que se dividem e
colonizam o trato intestinal. Estas formas aderem e interagem com o
epitélio do intestino médio, sendo estas interacoes mediadas
provavelmente por lectinas/ligantes presentes na superficie do parasito
e nas celulas epiteliais do inseto, ultimando com sua passagem a
hemocele do triatomineo (OLIVEIRA e SOUZA, 2001).

O tempo que decorre entre a colonizagdo do trato intestinal
pelo T. rangeli e a detecg¢do do parasito na hemolinfa do triatomineo
¢ dependente da cepa do parasito e da espécie do vetor, podendo variar
consideravelmente ¢ mesmo ficar restrita ao trato intestinal. No curos
normal de infecdo, a invasdo da hemolinfa ocorre entre duas a quatro
semanas apos a coloniza¢ao do intestino (GROOT, 1954; GREWAL,
1957; D’ALESSANDRO, 1976).

Entretanto, a presenca do parasito na hemolinfa ja foi registrada
apenas 24 horas apos o repasto infectivo (ANEZ, 1980). No decorrer da
infeccdo da hemolinfa de R. prolixus por T. rangeli ocorre uma
diminui¢ao da atividade dos mecanismos humorais e celulares de defesa
imune do vetor, sendo coincidente com o desaparecimento das formas
curtas do parasito neste compartimento (FEDER et al., 1999; GOMES
et al., 2002; GARCIA et al., 2004). Varios trabalhos t€ém demonstrado
que a resposta imune do inseto ¢ voltada preferencialmente as formas
curtas, enquanto que as formas longas teriam a capacidade de evadir e
seriam responsaveis pela manutencdo da infec¢do, bem como pela
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invasdo das glandulas salivares (MELLO et al., 1995, 1999; GOMES et
al., 1999, 2002).

Uma vez que a transmissdo do 7. rangeli ao hospedeiro
mamifero ocorre quando os parasitos sao inoculados juntamente com
a saliva durante a picada do triatomineo, um passo crucial no ciclo
do parasito € a penetracio nas glandulas salivares do inseto
(MEIRELLES et al., 2005). Na hemolinfa, os epimastigotas
multiplicam-se livremente ¢ migram para as glandulas salivares do
inseto onde penetram, aderem-se pelos flagelos aos microvilos das
células glandulares e iniclam a diferenciagdo em formas
tripomastigotas metaciclicas no lumen glandular (MEIRELLES et al.,
2005). Nao foram descritos até o momento mecanismos de defesa que
sejam desencadeados pela presenca do 7. ramgeli nas glandulas
salivares, apesar dos efeitos deletérios ao inseto provocados pela
presenca do parasito nas mesmas. Entretanto, foi demonstrado que a
infeccdo por T. rangeli promove a inibi¢ao da atividade de uma tirosina
fosfatase, o que induz uma reducao da atividade da enzima 6xido nitrico
sintase, responsavel pela producao de 6xido nitrico (GAZOS-LOPES
et al., 2012). A reducdo na producao desse potente vasodilatador,
provavelmente, contribui para o aumento nos tempos de ingestdo
sanguinea.

1.3 Interacao do Trypanosoma rangeli com o hospedeiro
mamifero

Embora o ciclo no hospedeiro invertebrado ja esteja bem
esclarecido, pouco se sabe sobre a interagdo do 7. rangeli com seus
hospedeiros mamiferos. A existéncia de multiplicagdo intracelular do
parasito nestes hospedeiros permanece controversa apesar de analises
histopatoldgicas de camundongos experimentalmente infectados nao
terem mostrado evidéncias desse tipo de comportamento (HERBIG-
SANDREUTER, 1955). A literatura apresenta resultados heterogéneos
quanto a persisténcia do 7. rangeli no sangue periférico de seus
hospedeiros mamiferos. Embora normalmente apresente parasitemia
baixa e¢ de curta duragdo, estudos como o de Urdaneta-Morales ¢
Tejero (1985) mostram que durante uma infeccdo experimental em
camundongos foi possivel observar niveis de parasitemia até sete vezes
maiores que o indculo original, sugerindo que o parasito seria capaz de
se multiplicar nesse hospedeiro. Estes mesmos autores também
descreveram formas amastigotas em sec¢oes do coragao, figado e bago
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de camundongos infectados com a cepa Perro-82, no entanto esses
resultados nunca foram reproduzidos.

Diversos estudos in vitro demonstraram que a taxa de
infectividade de diferentes cepas deste parasito frente a distintas
linhagens celulares, sendo elas fagociticas ou ndo, ¢ sempre muito
baixa e os parasitos desaparecem ao longo do tempo de interagdo,
sugerindo a auséncia de multiplicacao intracelular e sua desintegracao,
especialmente em macrofagos (MOLYNEUX, 1973; OSORIO et al.,
1995; TANOURA et al., 1999; EGER-MANGRICH et al., 2001).
Contrariamente a outros estudos, Zuiiiga e colaboradores (1997)
realizaram experimentos com ensaios de interacdo in vitro e verificaram
um aumento no numero de parasitos intracelulares em tempos
prolongados de interagdo, sugerindo a capacidade de multiplicacao da
cepa C23 de T. rangeli em c€lulas Vero e em promondcitos murinos.
Assim, estudos sobre aspectos fundamentais da capacidade replicativa
do T. rangeli no hospedeiro mamifero sdo contraditorios e incipientes,
sendo necessario ensaios com cepas devidamente caracterizadas que
possibilitem explicar de forma mais clara, a aparente falta de viruléncia
e multiplicacgdo.

1.4 Tripanosomatideos e os marcadores de interacao celular

Sabe-se que o estabelecimento de infec¢do por
tripanosomatideos em hospedeiros mamiferos depende de uma série de
eventos envolvendo interacdes entre diferentes moléculas do parasito
com as cé¢lulas hospedeiras, o que leva a uma mobilizacdo de calcio
intracelular em ambas as células (YOSHIDA, 2006; KIMA, 2000).
Tipicamente, ¢ possivel encontrar uma proporc¢do significativa do
genoma de um tripanosomatideo contendo grandes familias que
codificam proteinas de superficie. Muitas dessas proteinas funcionam
como: moléculas de adesdo a célula hospedeira, moléculas envolvidas
na invasao celular, componentes de mecanismos de evasao imune e/ou
proteinas de sinaliza¢ao (STOCO et al., 2014).

Os tripanosomatideos, apresentam mecanismos genéticos
peculiares, como por exemplo, a organizagao dos genes codificadores
de proteinas em unidades policistronicas, mantendo os genes
organizados em conjuntos, mas que nao codificam proteinas com
fungdes relacionadas entre si (MARTINEZ CALVILLO et al., 2010).
Sabe-se também que o processamento dos transcritos € feito por um
mecanismos de trans-splicing que inicialmente forma os pré-mRNA e,
em seguida, pela edicdo do RNA ¢ formado o mRNA maduro. O
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mRNA maduro dos tripanosomatideos apresentam, na extremidade 5°,
uma sequéncia extremamente conservada de 39 nucleotideos
denominada sequéncia lider (Spliced-leader, SL ou Mini-exon),
derivada inicialmente de um RNA de aproximadamente 110
nucleotideos. Como o RNA mensageiro ¢ o RNA do SL sao
codificados por genes situados em diferentes sitios do genoma, o
processo ¢ denominado de tramns-splicing (LANDFEAR, 2003,
ARAUIJO, TEIXEIRA, 2011).

Nestes parasitos, a RNA polimerase [ transcreve os genes
ribossomais € a RNA polimerase Il transcreve moléculas de RNA
nuclear. Os genes do SL sdo transcritos pela RNA polimerase II, a
qual também transcreve o mRNA. Contudo, as polimerases e os
promotores associados a transcrigao dos genes que codificam proteinas
ainda ndo foram completamente identificados (GILINGER,
BELLOFATTO, 2001, LANDFEAR, 2003). O fato de que genes
presentes na mesma unidade policistronica apresentam niveis de
mRNA processado distintos reforca a ideia de que a regulacdo ocorra
em nivel poOs-transcricional, pois sabe-se que essas alteracdes nao
implicam necessariamente na expressdo de uma determinada proteina,
sendo necessarios mais estudos a fim de elucidar esses mecanismos de
controle transcricionais e pos-transcricionais (LUCKEMEYER, 2014).

Sabe-se que nestes parasitos ocorre uma rapida alteragao dos
padroes de expressao génica, a qual possibilita a adaptagdo do parasito
a diferentes ambientes, caracteristica importante ja que eles apresentam
diferentes formas e hospedeiros durante seus ciclos de vida. Diversos
estudos mostram que a forma tripomastigota do 7. cruzi ¢ altamente
movel e capaz de infectar diferentes tipos de células, incluindo células
ndo fagociticas. A invasdao da célula hospedeira, além de ser uma
estratégia de escape do sistema imune, € essencial para a sobrevivéncia,
replicacdo e estabelecimento da infeccao pelo 7. cruzi (TEIXEIRA et
al., 1994).

Alves e Mortara, em 2009, relatam a caracterizacao de algumas
proteinas de 7. cruzi diferencialmente expressas na interacao parasito-
hospedeiro, especialmente durante o processo invasivo. Dentre estas, as
mucinas sdo glicoproteinas ancoradas por GPI expressas em maior
quantidade na superficie de 7. cruzi, com tamanho e conteudo glicano
caracteristico para cada fase do ciclo do parasito (BUSCAGLIA et
al., 2006). T. cruzi ndo possul a maquinaria necessaria para a sintese
de acido sialico e, portanto, as trans- sialidades, também ancoradas
por GPI, transferem estas moléculas do hospedeiro para o parasito
mimetizando a superficie das células com a atuagdo mais intensa no
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estagio infectivo, ou seja, na fase tripomastigota (GIORGI E DE
LEDERKREMER, 2011).

Para T. cruzi, os dois estagios do parasito presentes no
hospedeiro mamifero (tripomastigota e amastigota) apresentam grande
relevancia para a doenca, pois ha o constante contato com o hospedeiro
vertebrado e os antigenos produzidos nesse estdgio sdo constantemente
apresentados ao sistema imune. Devido a estas caracteristicas
importantes ¢ a falta de dados acerca do parasito em sua forma
intracelular, Teixeira e colaboradores (1994) iniciaram estudos de
genes cujo mRNA era muito mais expresso na forma amastigota. Estes
genes foram entdo denominados de amastinas.

1.5 Papel das amastinas na interacao parasito-hospedeiro

Inicialmente, Teixeira e colaboradores (1994) observaram que
as amastinas constituem uma familia multigénica que apresenta 12
copias no genoma de 7. cruzi. Stoco e colaboradores (2014), a partir de
dados gendmicos do clone CL Brener de 7. cruzi utilizaram uma
abordagem baseada na cobertura do reads e constataram a existéncia de
27 copias génicas dessa familia. Através de uma metodologia similar a
utilizada por Teixeira e colaboradores (1994), Wu e colaboradores
(2000) identificaram um gene com 36 % de similaridade a amastina de
T. cruzi em diferentes espécies de Leishmania sp. A partir dos dados
gerados pelo sequenciamento do genoma do 7. rangeli foi possivel
observar com base em cobertura de reads aproximadamente 72 copias
génicas de amastina neste parasito (STOCO et al., 2014). Entretanto,
até o momento permanecem desconhecidos os niveis de expressao
destes genes, bem como as funcdes biologicas das amastinas neste
parasito que aparentemente ndo apresenta uma forma amastigota
intracelular.

Em 7. cruzi, as amastinas foram primeiramente descritas
atraveés de uma sele¢do de genes diferencialmente expressos em uma
biblioteca de cDNA de formas amastigotas. Os clones dessa biblioteca
foram selecionados com uma sonda elaborada a partir de RNA de
formas amastigotas ou epimastigotas, permitindo a determinagdo de
quais clones continham cDNA mais expressos em cada forma
(TEIXEIRA et al, 1994). A estrutura secundaria das amastinas
apresenta quatro regides transmembranares, sendo que a primeira
regido corresponde a um potencial peptideo sinal, duas regides
extracelulares e as extremidades voltadas para o citoplasma (Figura 4).
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Figura 4: Topologia predita das proteinas de superficie Amastinas. A
maioria das amastinas contém quatro regioes transmembrana (TM) com
N-terminal curto e cauda C-terminal, ambos voltados para o citosol.
Letras representam aminoacidos conservados. Fonte: Kangussu-
Marcolino, 2014.

A transcricdo do gene de amastina durante os diferentes
estagios de vida do T. cruzi ¢ semelhante, o que indica a presenca de
um mecanismo de regulacdo pos-transcricional para explicar a
diferenca nos niveis de transcritos desse gene nos diferentes estagios
evolutivos do parasito. Acredita-se que a modulagao da estabilidade do
mRNA de amastina ¢ o principal mecanismo responsavel pelos altos
niveis deste mRNA no estagio amastigota (COUGHLIN et al., 2000).

Estudando a dinamica de evolu¢ao e diversificagao da familia
das amastinas, Jackson (2010) subdividiu essa familia génica em
quatro grupos de levando em consideracdo a posicdo gendmica € a
estrutura secunddria. As o-amastinas estdo presentes, em L. major
como um par in tandem de isoformas estruturalmente distintas,
localizadas no cromossomo 28. As -amastinas estdo presentes como
um agrupamento de genes in tandem, compreendendo multiplas copias
de duas isoformas estruturalmente distintas. As y- amastinas sao
conservadas no género Leishmania sp. € ocorrem como um
agrupamento génico composto de multiplas copias, porém sendo
ausentes no género Trypanosoma sp. Por fim, os genes de d-amastinas
(incluindo as amastinas denominadas pd) formam um grupo altamente
diverso e estdo espalhadas em diversos /oci em varios cromossomos
tanto para 7. cruzi quanto para o género Leishmania sp., estando
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intercaladas com os genes de tuzina. Somente um /ocus € conservado
entre estes organismos como um agrupamento génico in tandem. Na
figura 5 ¢ possivel observar a organizacdo genOmica de algumas
amastinas de 7. cruzi (CRUZ et al, 2012; KANGUSSU-
MARCOLINO et al., 2013).

A maioria das amastinas de 7. cruzi esta localizada na
superficie do parasito e nem todos os genes tém sua expressao regulada
em amastigotas. Acredita-se que elementos de regulacdo pos-
transcricional localizados na regido 3’UTR sejam responsaveis pela
expressao diferencial das d-amastinas em amastigotas de diferentes
cepas de 7. cruzi. Enquanto isso, os transcritos de B-amastina sao mais
abundantes em epimastigotas. As d-amastinas de 7. cruzi tém sido
associadas a diferenciagdo de amastigotas em tripomastigotas
infectantes. Genes representativos das subfamilias de amastinas a, €
0 estdo presentes no genoma do 7. rangeli (STOCO et al., 2014), mas
o seu padrio de expressdo, localizagdo celular, envolvimento na
interacdo com cé€lulas do hospedeiro e a importancia relacionada a
expansao desta familia génica neste parasito precisam ser investigados.
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Figura 5: Organizagdo gendmica das isoformas das amastinas de 7.
cruzi. As seis amastinas atualmente identificadas em Trypanosoma
cruzi pertecem as subfamilias, B e 8. As d- amastinas sdo codificadas
por genes presentes nos cromossomos 26 (6-Ama40) e 34, com uma e
trés coOpias respectivamente, companhadas por sequéncias
codificadoras de tuzina. As - amastinas sdo codificadas por duas
copias do gene presentes no cromossomo 32 (JACKSON, 2010;
TRITRYPDB, 2011). As setas indicam regides codificadores de
proteinas. As setas correspondem a amastinas e as caixas indicam
pseudogenes. FONTE: Kangussu-Marcolino, 2014 (Adaptado de
TRITRYPDB, 2014 e Jackson, 2010).

A expressao de amastinas pelas formas amastigotas sugere que
estas proteinas podem ser relevantes para a internalizagao do parasito
durante a infeccdo do hospedeiro mamifero. Em 2005, demonstrou-se
que as amastinas estimulam uma forte resposta imune durante a
infeccao por Leishmania sp. ou T. cruzi (MORTARA et al., 2005).
Camundongos imunizados com vetores de DNA contendo genes

codificadores de amastinas de L. major apresentaram maior resisténcia
a infec¢cdo (STOBER et al., 2006).

1.6 Tuzina e sua relacdo com as Amastinas e o hospedeiro
Estudando a organizacdo genOmica das amastinas, Teixeira e

colaboradores em 1995 encontraram genes denominados tuzinas que se
intercalam aos genes de amastina. Apesar de estarem agrupados no



43

genoma ¢ de serem transcritos em um Unico pré- mRNA
policistronico, a regulacao dos genes de amastinas e tuzinas ¢ distinta. O
mRNA de amastina ¢ cerca de 50 vezes mais abundante no estagio
amastigota em relacdo as outras formas do parasito e também esta em
niveis mais elevados quando comparado com os niveis do mRNA de
tuzina. Enquanto em 7. cruzi existem 83 cdpias do gene da tuzina, em 7.
rangeli foram observadas apenas 34 copias (STOCO et al., 2014).

As tuzinas encontram-se intercaladas no genoma dos
tripanosomatideos apenas com as od-amastinas, mesmo apOs uma
grande diversificagdo evolutiva, as tuzinas continuam associadas
unicamente com essa subfamilia (JACKSON, 2010). Sabe-se que
evolutivamente determinados tripanosomatideos perderam algumas das
subfamilias de amastinas, como por exemplo, as 6-amastinas sao
encontradas em 7. cruzi, mas nao em 1. brucei. Entretanto, mesmo com
a auséncia de amastinas pertencentes a subfamilia delta, 7. brucei ainda
mantém os genes de tuzina em seu genoma (JACKSON, 2010).

Até o presente momento pouco se sabe a respeito das tuzinas
presentes nos tripanosomatideos. Estas moléculas encontram-se
intercaladas as d-amastinas no genoma e apresentam sua expressao
variada em determinadas fases do ciclo dos tripanosomatideos. Até
pouco tempo, imaginava-se que as mesmas nao desempenhavam papel
significativo na biologia do parasito. Entretanto, estudos recentes da
sequéncia aminoacidica das tuzinas revelou a presenca de um dominio
ATPase, o qual pode estar ligado a alguma funcdo destes genes
(LAIBIDA et al., 2014).

Estudos recentes realizaram uma triagem imunologica, através
de ensaios imunologicos in vitro, que identificou, dentre quatro novos
antigenos, a tuzina como um importante candidato a vacina contra
leishmaniose visceral, principalmente devido a sua grande capacidade
antigénica (LAKSHMI et al., 2014). Logo, ¢ de extrema importancia o
conhecimento aprofundado deste gene, nao apenas pela sua associagao
com as amastinas, mas também pelas suas caracteristicas e fungdes
individuais.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo das amastinas e tuzina durante o ciclo
celular do Trypanosoma rangeli e na interagdo parasito/hospedeiro.

2.2 Objetivos Especificos

e Estudar a organizacdo genoOmica in silico das sequéncias
aminoacidicas das amastinas e tuzina de 7. rangeli,

e Quantificar o nimero de transcritos de duas diferentes
amastinas ¢ uma tuzina de 7. rangeli;

e Avaliar a sublocalizacdo e o padrao de expressdao dessas
proteinas nas diferentes formas evolutivas do parasito;

e Avaliar os efeitos da superexpressio da o-amastina
Tr AMA4 1 de T. rangeli na interagdo com c¢lulas de
mamiferos in vivo;

e Realizar a expressdo heterdloga de duas amastinas dos
grupos B e & de 7. cruzi em T. rangeli e verificar a
capacidade de infeccdo e replicagdo dos parasitos
transfectados.



45

3. METODOLOGIA

3.1 Analise in silico da organizacio gendomica das amastinas
e da tuzina

As buscas das sequéncias correspondentes aos genes de
amastinas e tuzinas no genoma de 7. rangeli foram realizadas utilizando
diferentes abordagens. Foram realizadas buscas nas sequéncias
disponiveis no GenBank, TriTrypDB e em bancos de dados gendmicos
do T. rangeli disponivel em nosso laboratério. Estes bancos contém
diferentes montagens do genoma desse parasito obtidas a partir de
sequenciamentos nas seguintes plataformas: 454, Illumina HiSeq e
PacBio. Alguns desses dados foram gerados apds a publicagdo do
genoma do 7. rangeli (STOCO et al., 2016) em colaboragdo com o Dr.
Bjorn Andersson do Karolinska Institutet (Suécia). As buscas pelos
genes codificantes para amastina e tuzina foram realizadas via
tBLASTn ou BLASTP utilizando sequéncias ja descritas em 7.
cruzi. Além dessa abordagem, o dominio de amastina foi procurado
nas sequéncias genomicas de 7. rangeli a partir de rpsBlast usando
o banco de dados CDD e HMMsearch usando o dominio pfam07344.
Para as analises comparativas, as demais sequéncias de
tripanosomatideos utilizadas neste trabalho foram obtidas em sua
maioria no TriTrypDB e as sequéncias de Bodo saltans e
Trypanosoma theileri foram obtidas do GenBank. Especificamente
para a classificagdo das amastinas nas sub-familias o, B, & e y foram
utilizadas as sequéncias de amastinas do estudo de Jackson et al.
(2010).

A tradugdo das sequéncias nucleotidicas de 7. rangeli para
sequéncias aminoacidicas foi realizada utilizando o programa Translate
(http://web.expasy.org/translate/) e a predicdo dos parametros fisico-
quimicos  foi realizada com o programa  ProtParam
(http.://web.expasy.org/protparam/), ambos do pacote ExXPASy (Expert
Protein Analysis System). Os dominios conservados presentes nas
sequéncias foram identificados a partir de rpsBlast sendo as
representacoes esquematicas obtida com a ferramenta disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi.

A predigao da presenga de peptideo sinal, sitios de clivagem
e/ou sequéncias de enderecamento de todas as sequéncias foi utilizando
0S programas iPsort (http://ipsort.hgc.jp/), SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e mitoprot
(https://ihg.gst.de/ihg/mitoprot.html), respectivamente. As provaveis
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regioes transmembranares foram identificadas utilizando o programa
TMHMM Server v. 2.0 também disponivel no pacote Expasy.

As analises de sintenia foram realizadas utilizando o
programa Artemis (RUTHERFORD et al., 2000) no qual os scaffolds
de T. rangeli foram alinhados aos cromossomos de 7. cruzi CL Brener.
As representagdes dos alinhamentos entre os scaffolds de T. rangeli e
cromossomos de 7. cruzi CL Brener e a identificacdo dos genes
ortologos foi realizada em escala no programa IBS 1.0 (WENZHONG
etal., 2015).

As sequéncias aminoacidicas foram alinhadas utilizando-se o
programa Clustal Omega (SIEVERS; HIGGINS, 2014) para as tuzinas
e o programa T-coffee NOTREDAME, HIGGINS, HERINGA, 2000)
para as amastinas. As andlises evolutivas e a geragdo das arvores
filogenéticas foram realziadas utilizando-se o programa MEGA 6.0. O
alinhamento referente a cada gene foi submetido a pesquisa do melhor
modelo proteico usando o ModelTest ou o proprio MEGA e o modelo
com o menor BIC score (Bayesian Information Criterion) foi
considerado para descrever o padrao de substituicdo. A historia
filogenética foi inferida pelo método de Maxima verossimilhanca
baseado no modelo Le Gascuel 2008. O teste de bootstrap (1.000
replicatas) foi aplicado e a porcentagem de arvores nas quais os taxons
associados agruparam juntos esta apresentada proximo aos ramos.

3.2 Parasitos

Neste trabalho foi utilizada a cepa Choachi de 7. rangeli,
originalmente isolada de glandulas salivares de R. prolixus
naturalmente infectado na Colombia (SCHOTTELIUS, 1987), ¢ a
cepa Y de T. cruzi isolada de um paciente na fase aguda da doenca
(SILVA & NUSSENZWEIG, 1953). Os parasitos foram submetidos a
passagens ciclicas camundongo-triatomineo-camundongo antes do
inicio dos experimentos. Para o grupo controle, em alguns
experimentos, foi utilizada a cepa Choachi de 7. rangeli expressando
a proteina verde fluorescente (GFP). Esta cepa foi previamente
transfectada por nosso grupo com o plasmideo pTREXGFPNeo
descrito por Vasquez e Levin (1999). Todas as cepas descritas
encontram-se criopreservadas no Laboratério de Protozoologia —
UFSC.

Formas epimastigotas de 7. rangeli e de T. cruzi foram
cultivadas a 27,5 °C e submetidas a repiques semanais em meio LIT
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(Liver Infusion Tryptose), suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF).

Formas tripomastigotas de cultura de 7. rangeli foram obtidas
no oitavo dia de cultivo em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) pH 8,0 (Sigma Aldrich) a partir de modificacoes da técnica
descrita por Koerich et al. (2002). Para obtencdo de formas
tripomastigotas de 7. cruzi foi realizada a infec¢do in vitro de células da
linhagem Vero, cultivadas em garrafa de cultura de 75 cm? em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) acrescido de 5% de soro
bovino fetal (SBF) a 37 °C, 5% CO..

Para obten¢ao de formas amastigotas de 7. cruzi foi utilizado o
protocolo de amastigogé€nese in vitro através da inducao dos parasitos
por acidificacio do meio de cultura, conforme descrito a seguir.
Tripomastigotas de 7. cruzi obtidos através da infec¢do de células foram
lavados trés vezes com meio DMEM pH 7,2 sem soro fetal bovino e
incubados por 24 horas em meio DMEM pH 5,0 sem adi¢do de soro
bovino fetal (SBF) a 37 °C com 5% CO,. Apds as 24 horas, os parasitos
foram fixados em lamina microscopica com metanol por dois min e
corados com Giemsa por 25 min, e entdo foi realizada a contagem da
porcentagem de amastigotas para um total de 100 parasitos. Foi atingida
uma pureza de 95% de amastigotas.

3.3 Obtencao das sequéncias codificadoras das amastinas e
tuzina de Trypanosoma rangeli e Trypanosoma cruzi

3.3.1 Extracdo do DNA total de Trypanosoma rangeli e
Trypanosoma cruzi

Para a extracdo do DNA, formas epimastigotas da cepa Choachi
de T. rangeli em fase exponencial de crescimento foram centrifugadas
a 3.000 x g e lavadas duas vezes com PBS (pH 7,2). Em seguida, os
parasitos foram mantidos por 12 horas a 37 °C em tampao de lise (Tris-
HCI 100 mM pH 7,4, NaCl 10 mM, EDTA 25 mM pH 8,0, 1 % SDS)
acrescido de Proteinase K (100 pg/ml), utilizando cerca de quatro vezes
o volume do precipitado obtido. As etapas subsequentes foram
realizadas através do método de fenol-cloroformio, descritas por
SAMBROOK, RUSSELL, 2001.

As amostras de DNA obtidas foram dosadas e avaliadas quanto
a sua pureza através de espectrofotometria em equipamento
BioPhotometer® (Eppendorf), observando-se a absorbancia a 260 e
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a 280 nm, além das relagdes 260/280 nm e 260/230 nm. As
amostras extraidas foram também resolvidas em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio (I mg/mL), sendo os resultados
registrados digitalmente.

3.3.2 Desenho dos iniciadores

Os iniciadores para a amplifiacdo dos genes de amastina ou
tuzina foram desenhados a partir da sequéncia dos genes alvos

utilizando-se o programa Primer Select do pacote DNASTAR©
(Lasergene), assim como também foram verificadas a auséncia de
dimeros e grampos entre os pares de iniciadores foi confirmada
também pelos programas Primer Select e Fast PCR. Na tabela 1 estdo
listados os iniciadores utilizados para identificacdo e clonagem das
sequéncias alvo em vetores especificos, analises de expressao relativa
e quantificacio do nimero de cdpias através da técnica de PCR
quantitativa em tempo real (qQPCR).

3.3.3 Padronizagao da PCR

Para a amplificagdo das ORF completas de cada gene que
codifica as amastinas e tuzina de 7. rangeli via PCR foram utilizados os
seguintes reagentes: 1 unidade da enzima 7ag DNA polimerase
(Invitrogen), 1,5 mM de MgCl2, 200 uM de dNTP (Invitrogen), 10

pmoles de cada iniciador e 25 ng de DNA gendomico da cepa Choachi
de T. rangeli. A amplificacdo foi realizada em um termociclador Veriti®
(Applied Biosystems), utilizando o seguinte programa: desnaturagdo
inicial a 95 °C por 5 min seguida de 35 ciclos de desnaturagdao a 94°C
por 45 s, ligacdo dos iniciadores a 60 °C por 45 s e extensdo 72 °C por
1 min e 20 s. Ao final dos ciclos, foi realizada extensao final por 10 min
a 72 °C. Os produtos de amplificacdo foram visualizados através de
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (1
mg/mL), sendo registrados digitalmente.



Tabela 1: Iniciadores utilizados para a amplificacdao dos genes especificos.
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Iniciador Sequencia 5> 3’ Finalidade Produto
1. & N
TrAma7 1-RI S!: 5"CATATGAATATGGCATTCGAAGCTCTC 3 731pb
AS?: 55GGATCCCTAACAGATCGCAAACAAGCA 3°
TrAma7 1 R2 S: 55CATATGAATATGGCATTCGAAGCTCTC 3 zniciaﬂoges 1121pb
AS: 5'GGATCCCGAGACTTGTGATGAAGAGC 3' esenhados para os
ensaios de Southern
S: 5" CATATGTGTTTCTGTGGGTGGTGTAG 3° blot e clonagem no
TrAma4_1 - vetor pET14b. 1279pb
AS: 5" GGATCCGCCTTACACTACAAGAACAAAC 3
TrSc TUZINA S: 5" CATATGGTACCACGTGAAATGATTGCTC 3 1428pb
AS: 5" GGATCCTCAGTAACTGCATTGTACATGAC 3°
qTrAma7 1RI S: 5 AGCCAACATGCCGAAACTCT 3 160pb
AS: 5 TCAGACTGTAATGATAGACAC 3°
: 5" TACAGCAGGTATTTCA :
(TrAma7 1 R2 S:5 CAGCAGG CAGGCC 3 193pb
AS: 5 CACGGAATCAGCACAGTTAC 3°
qTrAma4 | S: 5" TCTGGCAACAACGCTTTCTC 3 192pb
AS: 5 ACCGCAGCAGTCATTATCAT 3
qTrSc TUZINA S: 5'TGTGGCATTGGCATGCGATC 3 N 100pb
AS: 5GAAGTCGAGACGTGGTAGAG 3 Iniciadores
desenhados  para
S: 5'TCTGCCACGTCATCATCGAG 3° analise da
qTc_TUZINA expressao relativa e 132pb
AS: 5'CGATTAGGTGGTGCGTGTAG 3° quantificagdo  do
e . numero de copias.
qTrSc TOPOG S: 5"CTGGACGCAGACGTATAAGA 3 98pb
AS: 5’CGGATCGCAGATCACCGAT 3°
Tr GAPDEP S: 5"GCGACACCAGCATCAAAGAG 3 102
AS: 5’CTGTGCTCACAAGTTCCTCG 3°
Te GAPDH? S: 5"GTGCGGCTGCTGTCAACAT 3
AS: 5’AAAGACATGCCCGTCAGCTT 3°
Tr RNAGOS S: 5"CGATGAAGCTCAAGTGGACC 3 113
AS: 5°"CGGTTGTACTTGACGGGAAC 3°
S: 5 GAATTC/AGATCTTGTTTCTGTGGGTGGTGTAG 3°  Iniciadores
TrAma4 1 - AS: 5+ desenhados  para
GFP clonagem no vetor

AAGCTT/AG\GGTACCCACTACAAGAACAAACAATACC
3

pTEX-GFP.

1Senso; 2Antissenso; 3T. rangeli; 4T. cruzi.



3.4 Determinacio do numero de copias dos genes das
Amastinas no genoma do 7. rangeli através de Southern Blot

O DNA gendmico de T. rangeli (30 pg) foi digerido por
completo com diferentes enzimas de restricao (Sacll, Sphl, Taql e
EcoRI) em reagdes contendo 60 unidades de cada enzima e seus
respectivos tampodes em volume final de 20 ul. As reacdes foram
mantidas a 37 °C overnight e os fragmentos resultantes resolvidos em
eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TBE (Tris 890 mM,
Acido Bérico 890 mM, EDTA 20 mM) a 5 Volts/cm. O gel foi corado
com brometo de etidio (1 mg/mL) e os resultados digitalmente
registrados.

Na sequéncia, o gel foi imerso em uma solugdo de
depurinacdo (HCI 250 mM) por 12 min, lavado em agua ultrapura
estéril e em seguida colocado em uma soluc¢ao de desnaturacao (NaCl
1,5M, NaOH 0,5 M) por 25 min. O gel foi lavado novamente com agua
ultrapura estéril e imerso em uma solu¢do de neutralizagao (NaCl 1,5
M, Tris 0,5 M pH 7,5) sob agitacdio por 30 min, sendo este
procedimento repetido com troca da solucdo por mais 15 min. A
transferéncia do DNA para a membrana de Nylon (Sigma Alderich) foi
realizada através de capilaridade descrito por SOUTHERN, 1975.

Apos a transferéncia, a membrana foi fixada através de luz

ultravioleta (Energia 1.200 J) em um aparato UV Cross Linker® (GE
Healthcare) e mantida durante uma hora a 42 °C em tampao de
hibridizagdao (NaCl 0,5 M, 5% agente bloqueador diluido em ECL Gold

Hybridization Buﬁer®) (GE Healthcare). As sondas correspondentes aos
genes das amastinas foram obtidas através de amplificacdo por PCR a
partir de DNA gendmico com os iniciadores TrAma7 1 e TrAma4 1
(tabela 2), sendo os produtos de amplificagdo marcados pelo kit ECL

Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System® (GE Healthcare)
conforme especificacdes do fabricante.

Esta sonda foi adicionada a membrana a qual, ap6s16 horas sob
agitacao suave a 42 °C, foi lavada trés vezes com o tampao de lavagem
primario (SSC 0,5X, 0,4% SDS, Uré¢ia 6 M) por 15 min a 42 °C ¢ duas
vezes com o tampao de lavagem secundario (SSC 2X) por 5 min. Em
seguida, a detecgdo foi realizada através da adi¢ao do reagente ECL
sobre a membrana durante um minuto seguido de exposi¢do a um filme
radiografico para a deteccdo de quimioluminescéncia, sendo o filme



revelado em um processador de filmes SRX-101A (Konica Minolta
Medical & Graphic, INC).

3.5 PCR quantitativa em tempo real (QPCR) para avalia¢ao
do numero de copias dos genes das Amastinas e Tuzina no genoma
do 7. rangeli

Para quantificagdo absoluta do ntimero de copias foram
utilizados plasmideos contendo os seguintes genes: TopoG e TopoM
de copia Unica, e os contendo os genes em estudo: 7TrAma4 1,
TrAma7 1 e Tr TUZIN. As reagdes ocorreram na presenca do
reagente GoTaq® gPCR Master Mix (Promega), de acordo com as
orientagdes do fabricante, 2 ul do cDNA diluido ¢ 0,3 uM dos
iniciadores, sendo realizadas em placas de PCR de 96 pocos (Axygen),
em volume final de 10 pl. As placas cobertas por selante Optico
MicroAmp® Optical Adhesive Film (Applied Biosystems) foram

analisadas em equipamento ABI Prism® 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) do Laboratério Multiusuario
de Estudos em Biologia (LAMEB/UFSC). As reagdes tiveram inicio
com uma etapa de desnaturacao a 95 °C por 10 min, seguida por 40
ciclos contendo uma etapa de desnaturacao (95 °C por 15 s), uma etapa
de ligacao dos iniciadores e extensao (=60 °C por 1 minuto). Ao final,
foi incluida uma etapa para obtencdo da curva de dissociagdo (95 °C
por 15 s, 60 °C por 15 s e, novamente, 95 °C por 15 s). Em cada placa
foi adicionado um controle negativo para cada par de iniciadores,
composto por todos os reagentes necessarios a amplificagdo, a excecao
do DNA molde.

A eficiéncia da qPCR com cada par de iniciadores foi calculada
utilizando uma diluicao seriada 1:2 de amostras de DNA gendmico e
de misturas de cDNA (cinco pontos). A inclinagdo da reta obtida a partir
da funcao entre o Cq (ciclo de quantificagdao) e cada ponto da diluigcao
foi aplicada a equagao:

[E =10(-1/slope) — 1]

Nesta equagao, £ representa a eficiéncia da qPCR e slope € o
valor de inclinagdo da reta. O valor de E ¢é obtido como fracdo de uma
unidade.



3.5.1 Analise dos resultados da qPCR

Os experimentos de qPCR foram realizados em triplicatas
biologicas e em triplicatas técnicas, sendo posteriormente analisados
pelo software SDS 2.4 (Applied Biosystems). Para avaliar a variacao
relativa nos niveis de cada transcrito entre as amostras analisadas, foi
utilizado o método da quantificagdo relativa (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001), comparando o Cq apresentado para os genes das amastinas e
tuzina de 7. rangeli e T. cruzi a média dos Cq dos genes de cdpia Uinica
(Tabela 1).

3.6 Clonagem dos insertos

Os produtos de amplificacdo das ORF das amastinas e tuzina

foram inicialmente clonados utilizando-se o kit pGEM-T: -easy® Vector
(Promega) segundo as especificagdes do fabricante. Posteriormente o
produto desta ligagdo foi transformado em células Escherichia coli
DH5a célcio competentes segundo protocolos padrao (42 °C por 45 s)
¢ imediatamente incubadas em gelo novamente durante 2 min. Apds
adicao de meio SOC (2% triptona; 0,5% extrato de levedura; NaCl 10
mM; KCI 2,5 mM; MgCl, 10 mM; MgSO4 10 mM; glicose 20 mM) e
crescimento das cé€lulas pelo periodo de 1h a 37 °C, as bactérias foram
plaqueadas em meio LB 4gar contendo ampicilina (100 pg/ml) IPTG
(40 pg/ml) e X-Gal (20pg/ml). A selecdo dos clones recombinantes foi
baseada na coloragdo azul/branco das colonias crescidas na placa de
cultivo. A confirmag¢do dos clones com plasmideo contendo o inserto
foi através de PCR diretamente das coldnias utilizando os iniciadores
M13 senso e antisenso. Apds a confirmagao da presenca e da correta
orientagdo do inserto, foi realizado o crescimento bacteriano de um
clone positivo para cada gene de interesse para posterior extragao do
DNA plasmidial.

3.7 Extracao do DNA plasmidial

Os clones contendo os genes de interesse foram crescidos a
37 °C sob agitacdo em 10 ml de meio LB contendo ampicilina (100
ug/ml). Transcorrido o tempo de crescimento, os plasmideos
recombinantes foram extraidos através do procedimento de lise alcalina
(“mini-prep”’) conforme descrito por SAMBROOK e RUSSELL, 2001.



3.8 Clonagem em vetor de expressao pET 14b

A subclonagem dos insertos em vetor de expressdo foi
realizada através da digestdo dos plasmideos purificados previamente
com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI. Os produtos destas
digestdes, assim como o produto da digestdo do vetor pET-14b
(Novagen) foram resolvidos em gel de agarose 1%, corados em
brometo de etideo (1 mg/mL), sendo as bandas de tamanho adequado
excisadas do gel e purificadas utilizando-se o kit GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare) de acordo com as
especificagdes do fabricante.

A ligacdo dos produtos das amastinas e da tuzina ao vetor
ocorreu na presenga de trés unidades da enzima T4 DNA ligase
(BioLabs) em tampao proprio do fabricante durante 12 horas a 16 °C.
Os produtos de ligacao foram utilizados para transformagao de células
calcio competentes de E. coli DHS5a. Apds a selecdo dos clones
positivos contendo os insertos desejados, através de PCR diretamente
das colonias, os mesmos foram crescidos em meio LB
suplementados com ampicilina 100pg/ml, durante 16 horas a 37
°C e submetidos a extragdo do DNA plasmidial com o kit
PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega). Foi entdo realizado
0 sequenciamento para confirmacdo da inser¢do na correta janela de
leitura do gene.

3.9 Sequenciamento do DNA

A reagdo de sequenciamento foi preparada utilizando-se os
plasmideos purificados e o kit BigDYE 3.1 (Thermo Scientific),
segundo orientagdes do fabricante.

As reagOes foram realizadas na presenca de 5 pmol dos
miciadores descritos na tabela 1, bem como utilizando os iniciadores
T7 F (5 TAATACGACTCACTATAGGG 3’) e T7 R (5
GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3’), direcionados para sequéncias do
vetor pET-14b. As reacdes de sequenciamento contaram com as
seguintes etapas: desnaturacao inicial (95 °C por 25 s), seguida de 35
ciclos com etapas de desnaturacao (95 °C por 15 s), ligagdo dos
iniciadores (50 °C por 20 s) e extensdo da cadeia de DNA (60°C por 4
min). Os produtos dessas reacoes foram precipitados com etanol 100%
e 125 mM de EDTA para a retirada dos nucleotideos e iniciadores nao
incorporados. A leitura das bases foi realizada em um equipamento
automatico Abi3500 (Thermo Scientific) do LAMEB/UFSC.



3.10 Analise da qualidade e identidade das sequéncias
génicas obtidas por sequenciamento

Inicialmente, as sequéncias geradas foram analisadas quanto a
sua qualidade utilizando-se o pacote Phred/Phrap/Consed
(http://www.phrap.org). Neste pacote cada nucleotideo sequenciado
recebe um valor de qualidade dado pela formula g= -10 log10(p) onde
q e p sdo, respectivamente, o valor de qualidade e a probabilidade de
erro de uma determinada base. As sequéncias nucleotidicas que nao
apresentaram um valor minimo de qualidade (Phred > 20 = <1 erro a
cada 100 bases) foram descartadas e novamente sequenciadas. A
confirmagdo da identidade dos fragmentos foi realizada através da
ferramenta BLASTx do programa BLAST utilizando-se base de dados
nao redundante, disponivel no GenBank
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e no TriTryp
(http://TriTrypDB.org) (ASLETT et al., 2010).

3.11 Analise dos niveis de transcritos dos genes das
amastinas e tuzinas em diferentes formas evolutivas do 7. rangeli
e T. cruzi

3.11.1 Extragcao de RNA total

Amostras referentes a formas epimastigotas e tripomastigotas
de T. rangeli e epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de 7. cruzi
foram processadas para a extragdo de RNA visando a realizagdo da
quantifica¢dao dos niveis de transcritos através de RT-qPCR. Para isto
os parasitos foram coletados (3.000 x g por 10 min a TA), lavados duas
vezes com PBS pH 7,2 e homogeneizados vigorosamente em 1 ml do

reagente Trizol® (Invitrogen). As amostras foram armazenadas a -80
°C até a realizagao da extracao de RNA total.

Apo6s o descongelamento, as amostras foram mantidas por
cinco min a TA antes da extracdo de RNA total. Em seguida, foram
adicionadas de 200 ul de cloroformio 98 % (Merck), e as amostras
foram agitadas por 15 s, mantidas a TA por dois min e, entdo,
centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4 °C. A fase aquosa resultante
foi transferida para um tubo novo, foi acrescida de 500 ul de
isopropanol (Merck) e novamente submetida a centrifugacao (12.000 x
g por 20 min a 4 °C). O sobrenadante foi descartado e o precipitado



lavado com 1 ml de etanol 75 %, gelado, através de centrifugacao a
7.500 x g por cinco min a 4 °C. Novamente, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado contendo o RNA total foi seco,
invertendo-se os tubos sobre papel por aproximadamente 10 min a
TA. O RNA total foi entdo solubilizado em 20 ul de agua ultrapura
livre de nucleases.

As amostras obtidas tiveram sua concentracdo € pureza
avaliadas a 260 nm em um espectrofotometro BioPhotometer
(Eppendorf), observando-se as relacdes de absorbancia 260/280 nm e
260/230 nm.

3.11.2 Tratamento com DNAsel

A fim de eliminar qualquer DNA contaminante indevidamente
purificado durante o processo de extracao de RNA que possa interferir
nas reagoes subsequentes, 1 pg de RNA de cada amostra foi submetido
a tratamento com DNAsel (Invitrogen), na razao de 1 unidade por pg
de RNA extraido. A reag¢dao foi realizada durante 15 min a TA, na
presenca de tampao recomendado pelo fabricante. A inativagdao da
enzima ocorreu com a adicao de EDTA na concentracao final de 2,5
mM e aquecimento a 65 °C por 10 min. O RNA foi entdo armazenado
a -80 °C.

3.11.3 Reagdo de Transcri¢do Reversa (RT-PCR)

A partir das amostras tratadas com DNAsel, foi utilizado 1 pg
de RNA nas reagdes de transcri¢ao reversa. A RT-PCR foi conduzida
a 37 °C por 50 min na presenca de 200 unidades da enzima
transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen), 200 uM de dANTP
(Invitrogen), 10 pmoles do iniciador OligodT-Anchor direcionado a
cauda poli(A) (5° GACCACGCGTATCGATGTCGACTI16 37), 10
mM de DTT (Invitrogen) e 40 unidades do inibidor de ribonucleases
RNaseOUT™ (Invitrogen), em tampdo recomendado pelo fabricante.
A 1nativacdo da reacdo ocorreu por 15 min a 70 °C. O DNA
complementar (cDNA) obtido foi armazenado a -20 °C.

3.11.4 PCR quantitativa em tempo real (QPCR) para avaliacao
dos niveis de transcritos

Para utilizacdo como molde na qPCR, o ¢cDNA foi diluido
cinco vezes em agua ultrapura livre de nucleases. As reagdes ocorreram



na presenca do reagente GoTaq® gPCR Master Mix (Promega), de
acordo com as orientagdes do fabricante, 2 pul do cDNA diluido ¢ 0,3
uM dos iniciadores, sendo realizadas em placas de PCR de 96 pocgos
(Axygen), em volume final de 10 pl. As placas cobertas por selante
optico MicroAmp® Optical Adhesive Film (Applied Biosystems)

foram analisadas em equipamento ABI Prism® 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) do Laboratorio Multiusuario
de Estudos em Biologia (LAMEB/UFSC). As reagdes tiveram inicio
com uma etapa de desnaturacao a 95 °C por 10 min, seguida por 40
ciclos contendo uma etapa de desnaturacao (95 °C por 15 s), uma etapa
de ligacao dos iniciadores e extensao (=60 °C por 1 minuto). Ao final,
foi incluida uma etapa para obtencdo da curva de dissociagdo (95 °C
por 15 s, 60 °C por 15 s e, novamente, 95 °C por 15 s). Em cada placa
foi adicionado um controle negativo para cada par de iniciadores,
composto por todos os reagentes necessarios a amplificagdo, a excegao
do DNA molde.

A eficiéncia da qPCR com cada par de iniciadores foi calculada
utilizando uma diluicao seriada 1:2 de amostras de DNA gendmico e
de misturas de cDNA (cinco pontos). A inclinagdo da reta obtida a partir
da fungdo entre o Cq (ciclo de quantificacdo) e cada ponto da dilui¢ao
foi aplicada a equacao:

[E =10(-1/slope) — 1]

Nesta equagdo, £ representa a eficiéncia da qPCR e slope € o
valor de inclinagdo da reta. O valor de E é obtido como fracdo de uma
unidade.

3.11.5 Analise dos resultados da qPCR

Os experimentos de qPCR foram realizados em triplicatas
bioldgicas e em triplicatas técnicas, sendo posteriormente analisados
pelo software SDS 2.4 (Applied Biosystems). Para avaliar a variagao
relativa nos niveis de cada transcrito entre as amostras analisadas, foi
utilizado o método da quantificagdo relativa (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001), comparando o Cq apresentado para os genes das amastinas ¢
tuzina de T. rangeli e T. cruzi a média dos Cq dos genes de referéncia
GAPDH e RNAG60S (Tabela 3). Os célculos necessarios para obtengao
dos valores de abundancia relativa foram realizados em planilha
do Excel (Microsoft Office), através das seguintes equacoes:



Equagio 1
ACq=Cq (gene alvo) —Cq (gene de referéncia)

Equacdo 2

AA Cq = ACq (amostra) — ACq (calibrador)
Equagdo 3

QR=2e-24Ca

As analises estatisticas, bem como a confec¢do dos graficos

foram realizadas no programa Prism 5.0 (GraphPad). Uma vez que os
resultados possuiam uma distribuicdo normal, foi utilizado o teste
estatistico Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste
de comparacdo multipla de Tukey. Valores de p menores que 0,01
foram considerados como estatisticamente significantes.

3.12 Expressao heterologa das proteinas recombinantes

Depois de construidos os vetores de expressdao com os genes
especificos foi realizada a expressao heterologa dos mesmos.
Diferentes linhagens de E. coli foram transformadas de acordo com
o protocolo descrito no item 3.6. Inicialmente para triagem de
expressao foi utilizada a cepa de E. coli BI21(DE3) e foram testadas
diferentes condi¢des de temperatura (15, 27 e 37 °C), tempos de
inducdo (3, 6 ¢ 14 h) e diferentes concentra¢des do indutor (0,15; 0,25;
0,5 ¢ 1 mM).

Depois de uma anélise das sequéncias dos genes, quanto a
presenca de cddons raros, foram selecionadas diferentes linhagens da
E. coli BI21(DE3): pLysS, Rosetta e Codon plus para os testes de
expressdao heterdloga, tendo sido utilizadas as mesmas condigdes
descritas anteriormente.

Primeiramente, para a expressdao da proteina recombinante,
uma coldnia foi selecionada e cultivada em 10 ml de meio LB (100
ng/ml ampicilina) por 15 h a 37 °C sob agitacdo. Deste pré-indculo, 3
ml foram adicionados a frascos contendo 30 ml do mesmo meio € o
crescimento ocorreu a 37 °C sob agitacdo, at¢ que fosse atingida
densidade optica (D.O. 600nm) de 0,6 através de leitura em

espectrofotometro BioPhotometer® (Eppendorf). Neste momento, 3 ml
de cada cultura foram separados previamente a indu¢do para servirem
como controle nao induzido, e ao volume restante acrescentou-se IPTG.
As culturas foram entdo coletadas por centrifugagao a 4.000 x g por 10
min € os extratos proteicos bacterianos foram avaliados em gel SDS-



PAGE 12%. O gel foi corado com azul de Coomassie R-250 0,25% por
4 h e por comparagdo da intensidade da banda de tamanho esperado
no gel foi determinada a melhor condicdo de crescimento.

Apos o teste das condigdes ideais de expressdo foram
selecionadas diferentes condi¢des de expressdo e a linhagem ideal de
E. coli para o crescimento bacteriano e indugao da expressao heterdloga
visando a andlise solubilidade da proteina. Para tanto, ao sedimento
bacteriano obtido por centrifugagdao a 10.000 x g por 10 min foi
adicionado 300 pl de PBS pH 7,4 e submetido a sonicagdo a 8-9 Joules
por cinco ciclos de 30 seg no equipamento 60 Sonic Dismembrator
(Fisher Scientific), em banho de gelo. Apds a sonicacdo, a amostra
foi centrifugada a 4 °C por 30 min a 12.000 x g. O sobrenadante,
contendo a fragdo soluvel do lisado bacteriano, foi separado e ao
precipitado, contendo a fragdo insoluvel, foi adicionado 150 pl de
SDS 10%. As amostras proteicas de ambas as fracdes (solavel e
insoluvel) e o extrato proteico de bactérias ndo induzidas (controle)
foram resolvidas em SDS-PAGE 12% e avaliadas por Western blot
conforme o descrito a seguir, utilizando o anticorpo monoclonal anti-

HiS°Tag® (Sigma- Aldrich), especifico para a cauda de poli-histidina
(1:2.000).

3.13 Western Blot

Com o intuito de confirmar e avaliar o nivel de expressdo das
proteinas recombinantes foram realizados ensaios de Western blot com
anticorpos especificos (Tabela 3). Aos extratos proteicos foi adicionado
tampao de amostra (20% glicerol, 0,5% azul de bromofenol, 0,5 M
Tris-HCl pH 6,8, 4,4% SDS e 2% p-mercaptoetanol), sendo entdo
aquecidos a 95°C por 5 min e submetidos a separagao eletroforética em
gel SDS- PAGE 12%, a 100 volts (V). As proteinas foram entdo

transferidas para membranas de nitrocelulose Hybond—ECL® (GE
Healthcare) durante 2 h a 100 V, com modificacdes da técnica descrita
por Towbin e colaboradores (1979). Apds confirmagao da transferéncia
das proteinas pela coloracdo com Ponceau 1%, as membranas foram
bloqueadas com leite desnatado 5% diluido em tampao de blotting (25
mM Tris-HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl e 0,1% Tween 20) durante 1 h a
temperatura ambiente. As membranas foram mantidas em solu¢do de
leite desnatado a 2% em tampao de blotting contendo o anticorpo
primario por 90 min sob agitagdo branda a temperatura ambiente. O
anticorpo secundario (1:5.000) anti- IgG conjugado a peroxidase



(Sigma Aldrich) for mantido por 1 h a TA. Entre cada etapa as
membranas foram lavadas por cinco min, cinco vezes cada, com tampao
de blotting sob agitagdo branda. A revelagao das membranas em filmes

radiograficos foi realizada através do reagente Pierce® ECL Western
blotting Substrate (Pierce Biotechnology), utilizando o processador
SRX-101A (Konica Minolta Medical & Graphic, INC). Na tabela 2,
encontram-se listados os anticorpos e respectivas dilui¢cdes utilizadas
para os ensaios de Western blot.

Tabela 2: Descricdo dos anticorpos utilizados nos ensaios de Western
blot, considerando sua origem e diluigdes utilizadas nas diferentes
metodologias.

. . Diluigao
Anticorpo Tipo Westgrn blot
anti-HiseTag Monoclonal de camundongo especifico para a cauda de poli- 1:2.000

histidina / Sigma-Aldrich, Saint Louis

Monoclonal de camundongo anti-GFP 11ES5 (isotipo IgG1)

anti-GFP / Santa Cruz Biothecnology 1:500
anti — IgG Anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase / Sigma- 1:5.000
mouse HRP Aldrich, Saint Louis o

anti — IgG Anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase / Sigma- 1:20.000

rabbit HRP Aldrich, Saint Louis




3.14 Purificacio da proteina Tuzina em E. coli
BI21(DE3) Cédon Plus

Apos o estabelecimento das melhores condigdes para a
expressdo da tuzina recombinante de 7. rangeli (rTrSc Tuzina), a
proteina obtida manteve-se fracao insoluvel. Para a sua purificagdo, a
expressao da rTrSc_Tuzina foi realizada em 200 ml de cultura induzida
com IPTG na concentracao final de 0,15 mM a 27 °C durante 6 horas.
ApoOs o periodo de indugdo, as bactérias foram coletadas por
centrifuga¢do a 4.000 x g por 10 min e conservadas a -20 °C até o
momento da purificacdo. A purificagdo da rTrSc Tuzina da fragdo
insoluvel de extratos de E. coli foi realizada através de cromatografia
de afinidade por ions metélicos imobilizados (LUCAST et al., 2001;
ESHAGHI et al., 2005). Primeiro, as bactérias foram submetidas a lise
pela adicao de 12 ml de tampao B em condi¢des desnaturantes (10 mM
Tris-HCI pH 8,0; 100 mM NaH2PO4, 8 M Uré¢ia pH 8,0), por 1 h a 60
°C sob agitacdo, sendo posteriormente submetidas a sonica¢do a 8-9
Joules por cinco ciclos de 30 seg, no equipamento 60 Sonic
Dismembrator (Fisher Scientific), em banho de gelo. O material lisado
foi centrifugado a 4 °C por 30 min a 12.000 x g e o sobrenadante foi
coletado. Este sobrenadante foi adicionado a uma coluna contendo 700
ul da resina Ni-NTA agarose (Qiagen) pré-tratada com o tampao
B, e mantido por 1 h a 4 °C sob constante agitagdo. As lavagens da
coluna e a elui¢ao da proteina foram realizadas utilizando-se o tampao
(NaH2PO4 100 mM, Ur¢ia 8 M, Tris- HCI 10 mM) em diferentes pH

(lavagens em pH 6,3 e eluicdo em pH 4,5). A coluna foi lavada trés
vezes com 10 ml do tampdo de eluicao pH 6,3 e a proteina liberada
em cinco etapas de adi¢ao de 600 pl do tampao de eluicao pH 4,5. Para
a renaturagdo da proteina apds a purificacdo, as eluicdes foram
dialisadas duas vezes a 4 °C em tampao de dialise (Tris-HCI 100 mM;
pH 8,5; NaCl 500 mM; EDTA 0,5 mM, 20% glicerol; DTT 5 mM) e
por ultimo dialisadas mais duas vezes no mesmo tampao contendo
glicerol 40%. Os extratos proteicos bacterianos, assim como as
proteinas purificadas e cada uma das etapas de purificagdo foram
avaliadas em géis SDS-PAGE 12% corados por azul de Coomassie R-
250 ou Western blot, sendo os resultados digitalmente registrados

utilizando o Perfection 4990 Scanner® (Epson).



3.15 Dosagem de proteinas

A quantificacido da proteina recombinante purificada
rTrSc_Tuzina foi realizada em microplacas de 96 pocos fundo chato
(Kasvi) pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Uma curva
padrao foi elaborada utilizando-se diferentes concentragdes (0,5, 1,0,
1,5,2,0,2,5,3,0,3,5,4,0,5,0,6,0 ¢ 8,0 ng) de albumina de soro bovino
(BSA), em triplicata. Para a dosagem das proteinas extraidas foi
utilizado 1l das elui¢des ou diluigdes de cinco vezes, para os quais
adicionou-se 196 ul do reagente de Bradford (BioRad) e 4gua ultrapura
para completar o volume para 200 pul. A placa foi mantida a TA
durante 5 min. e entdo submetida a leitura a 595 nm em multileitora
Infinite M200 (Tecan). A concentracdo das proteinas foi calculada
com base na curva padrao de BSA a partir da equagao da reta e calculo
da quantidade de proteina presente.

3.16 Obtenciao de soro policlonal anti- rTrSc_Tuzina

3.16.1 Consideragdes Eticas ¢ de Biosseguranga
As dependéncias onde foram desenvolvidas as atividades deste
trabalho estdo incluidas no certificado de Qualidade em Biosseguranga

da UFSC (CQB 101/99 publicado no D.O.U. n° 34-E de 22/02/1999,
Secao 3, pagina 01) expedido pela Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranga (CTNBio). Os procedimentos realizados em animais
ocorreram de acordo com a observancia dos preceitos estabelecidos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo animal — COBEA, tendo sido

previamente aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da
UFSC (CEUA/UFSC) (Processo CEUA: 9923170516).

3.16.2 Obtencao do soro

Para a producao do soro policlonal dois camundongos fémeas
da linhagem Balb/C, com 21 dias de idade, foram imunizados com 50
ug da proteina rTrSc Tuzina recombinante purificada para cada
imunizacao. Foram realizadas quatro inoculagdes, num intervalo de 10
dias, todas elas por via subcutinea com o adjuvante Alu-Gel S
(Hidroxido de Aluminio 1,3 %) (Serva). Apds a realizagdo da terceira
imunizac¢do, sangue da cauda do animal foi coletado, mantido por
30 min. sob refrigeracdo de 4-8 °C e entdo centrifugado a 3.000 x g
por 10 min para separagdo do soro, que foi armazenado a -80 °C. Os
soros obtidos foram testados em ensaios de Western blot para verificar



a especificidade frente a diferentes extratos proteicos de formas
epimastigotas e tripomastigotas das cepas de T. rangeli e T. cruzi.
Quinze dias ap6s a Ultima imunizagdo, os animais foram anestesiados

com cloridrato de cetamina (Dopalen®) e cloridrato de xilazina

® . o . :
(Rompum ) e sangrados através de puncao cardiaca, o sangue obtido
foi processado para separagao do soro, como descrito anteriormente.

3.17 Obtencao de soro policlonal anti- Amastina

Dois peptideos foram desenhados baseados nas amastinas
TrAma7 1 (CVALWDMAKQC) e TrAma4 1 (CYTFWGYKNRC)
com base regido de hidrofilica e correspondente a identidade das
amastinas e foram sintetizados pela empresa Biomatik visando a geragao
de anti-soros contra cada uma das amastinas. Os peptideos foram entao
conjugados ao KLH (Keyhole Limpet Haemocyanin — transportador de
proteinas altamente imunogénico) pela empresa Célula B (Porto Alegre,
Brasil) e utilizados para imunizagdo de camundongos (dois animais para
cada peptideo) de acordo com o descrito no item 3.15. O soro pré-imune
dos animais foi previamente testado por Western blot para
reconhecimento inespecifico das proteinas de 7. rangeli. O antisoro
obtido foi entdo coletado e armazenado a -20 °C.

3.18 Superexpressio da amastina 7rAma4_1 de 7. rangeli

O gene TrAma4 1 foi clonado no vetor de expressdo
pTEXeGFP, derivado do plasmideo pTEX (Kelly ef al., 1992), o qual
contém como reporter o gene da proteina verde fluorescente GFP
fusionada a amastina, e os genes de resisténcia a ampicilina e a
neomicina.

Inicialmente foi realizada a subclonagem do gene previamente
clonado no vetor pGEM-Teasy (Promega) a partir da digestdo do
plasmideo contendo o inserto bem como do pTEXeGFP com as
enzimas de restricdo Ndel e BamHI. Os produtos destas digestoes
foram resolvidos em gel de agarose 1%, e corados em brometo de
etideo (1 mg/ml), sendo as bandas de tamanho esperado excisadas do
gel e purificadas utilizando-se o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare) de acordo com as especificagdes do
fabricante.

A ligagdo do produto da amastina 7rAma4 1 ao vetor ocorreu
na presenca de trés unidades da enzima T4 DNA ligase (BioLabs) em



tampao proprio do fabricante durante 12 horas a 16 °C. Os produtos de
ligagdo foram utilizados para transformacdo de células célcio
competentes de E. coli DH5a. Apos a selecdo dos clones positivos
contendo os insertos desejados através de PCR diretamente das
colonias, os mesmos foram crescidos em meio LB suplementados com
ampicilina 100 pg/ml, durante 16 horas a 37 °C e submetidos a extracao
do DNA plasmidial com o kit PureYield™ Plasmid Midiprep System
(Promega). Foi entdo realizado o sequenciamento para confirmacao da
inser¢do na correta janela de leitura do gene.

Os ensaios de transfec¢ao foram realizados utilizando o kit

Basic Parasite Starter Nucleofector® (Lonza) conforme as instrucoes

do fabricante. Basicamente, 5 x 107 epimastigotas de 7. rangeli foram
lavados duas vezes em PBS pH 7,2, adicionados de 100 pl do tampao
de eletroporagdo e 20 pg do DNA plasmidial. Todo o volume desta
suspensao foi transferido para cubetas de eletroporagao de 0,2
centimetros (cm) de abertura e submetidos a eletroporagdo no aparelho

Nucleofect0r® (Lonza) em condigdes elétricas estabelecidas pelo
programa U-33. Apds um unico pulso, os parasitos foram transferidos
para tubos contendo 2 ml de meio LIT suplementado com sangue
inativado a 56 °C por 30 min. Apos 24 horas a 27 °C, as culturas foram
acrescidas de G-418 (Geneticin) (Sigma Aldrich) em uma concentracao
inicial de 25 pg/ml. Os parasitos foram entdo mantidos em fase
exponencial de crescimento a 27 °C atraves de repiques semanais em
meio LIT suplementado com 10% SBF e crescentes concentracoes
de G418 (20, 50, 100, 200 e 300 ug/ml). Foi entdo estabelecida a
linhagem Tr AMATR de T. rangeli visando a superexpressdo da
amastina 7rAma4 1.

3.19 Expressao heterologa das amastinas pertencentes as
subfamilias P e 0 de 7. cruzi em T. rangeli

Foram selecionadas diferentes amastinas de 7. cruzi clonadas
no vetor de expressao pTREXeGFP, correspondentes a duas diferentes
sub-familias de amastinas, para a expressao heterdloga no 7. rangeli.
Os  vetores pTREX Ama40GFP  (Tc00.1047053511071.40),
pTREX AmaFGFP (Tc00.1047053507485.150),
pTREX Ama390GFP (Tc00.1047053509965.390) e
pTREX Ama394GFP (Tc00.1047053509965.394) utilizados para
transfec¢do dos parasitos foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr.



Wanderson Duarte da Rocha (UFPR) e encontram-se relacionados na
figura 6.

Os plasmideos foram utilizados para transfectar formas
epimastigotas de 7. rangeli conforme o descrito no item 3.17, sendo
entdo estabelecidas as seguintes linhagens: Tr AMA40GFP,
Tr AMAFGFP, Tr AMA390GFP e Tr AMA394GFP.

pTREX AmaFGFP PTREX Amad0GFP
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Figura 6: Desenho esquematico dos vetores contendo os genes
de diferentes amastinas de 7Trypanosoma cruzi clonados no vetor
pTREXeGFP (Kangussu-Marcolino et al; 2013).



3.20 Citometria de fluxo

Para avaliar a homogeneidade da expressdo de fluorescéncia
apos a transfec¢do dos parasitos, as cepas obtidas foram submetidas a
citometria de fluxo antes e apos este processo. Para isso, 200 ul das
culturasem fase exponencial, foram lavadas duas vezes, com PBS pH 7,2
por centrifuga¢do de 12.000 x g por 10 min a temperatra ambiente, e
homogeinizados em 200 pl de PBS pH 7,2 e analisadas utilizamdo-se um
citometro FACS Canto II (Becton Dickson). A identificagdo dos parasitos
fluorescentes foi realizada em histograma utilizando os canais FITC e
PerCP. As analises dos dados coletados foram realizadas no programa

F lowing®, versao 2.5.1 (Turku).
3.21 Caracterizacao das cepas transfectadas

Foi realizada a obtengdo de uma fracdo enriquecida de
proteinas associadas a membrana plasmatica dos parasitos utilizando o
protocolo descrito por Ko e colaboradores (2005). A avaliacdo da
expressao das proteinas na membrana dos parasitos foi realizada pela
técnica de Western blot conforme descrito anteriormente no item 3.12.

3.22 Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Para os ensaios de RIFI foram utilizados parasitos selvagens
nas formas evolutivas: epimastigotas e tripomastigotas da cepa Choaci
de T. rangeli. Primeiramente foi realizada a fixagdo dos mesmo em
laminulas com paraformaldeido a 4% diluido em PBS pH 7,2 durante
cinco min ¢ entdo permeabilizados com o detergente Triton X-100 a
0,5% durante cinco min. Em seguida, foi realizado o bloqueio dos sitios
de ligacdo inespecificos com solucao de leite desnatado a 5% diluido
em PBS pH 7,2. O anticorpo primario (para tuzina: anti-Tr Tuzina e
para amastina: Anti-7rAma4 1), diluidos numa concentracao de 1:150
de leite desnatado a 2%, fo1 mantido sobre a laminula durante 90 min
a temperatura ambiente. Apos novas lavagens, o anticorpo secundario
anti-I[gG de camundongo, conjugado Alexa-fluor 594 (Molecular
Probes, Carlsbad) foi diluido (1:10.000) em solugao de leite desnatado
a 2% em PBS pH 7,2 e mantido sobre as laminulas por 15 min protegido
da luz. As laminulas foram entdo coradas com 1 pg/ml de 4'.6-
diamidino-2- fenilindole (DAPI) por cinco min, lavadas novamente e
montadas com o reagente Hydromount (National Diagnostics, Atlanta)



em laminas de vidro. As andlises serdo realizadas em microscopio
optico de fluorescéncia Olympus — Bx40—FL (Olympus) e digitalmente
registradas.

3.23 Ensaios in vivo com os parasitos expressando diferentes
amastinas de 7. cruzi e superexpressando uma amastina de 7. rangeli

3.23.1 Camundongos

Camundongos fémeas BALB/c, com 21 dias de idade, oriundos
do Biotério Setorial do Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia (MIP) foram utilizados para ensaios de infec¢do in vivo.

3.23.2 Infeccdo de camundongos BALB/c

Grupos de cinco camundongos foram infectados pela via
intraperitoneal contendo 5 x 10° tripomastigotas das cepas transfectadas
Tr AMA40GFP, Tr AMAFGFP, Tr AMA390GFP, Tr AMA394GFP,
Tr AMA4 1 e Choachi selvagem (Tr_WT). Os animais foram mantidos
em biotério climatizado em ciclo claro/escuro de 12 horas com racao e
agua ad libitum. A parasitemia sanguinea foi realizada pela técnica de
Brener (1962) em microscopio convencional todos os dias a partir do 1°
dia apds a inoculacdo até o terceiro dia apOs negativar a mesma.
Determinou-se a percentagem de animais que apresentaram exame de
sangue a fresco positivo (%ESF+), periodo patente médio (PP), o pico
maximo de parasitemia (Pmax) e dia do pico mdximo de parasitemia
(Dpmax). Os dados médios + desvio padrao da média de cada dia de
contagem foram utilizados para determinagao da curva de parasitemia. Os
animais que ndo apresentaram parasitemia sanguinea detectdvel no exame
a fresco foram submetidos a PCR para comprovacdo da infecgdo
conforme descrito no item 3.24.4.

3.23.3 Avaliacdo histopatologica de camundongos infectados
com as cepas transfectadas de 7. rangeli

Foram definidos dois pontos experimentais para a coleta dos
orgaos e sangue dos animais; no 5° dia e no 15° dia pos-infec¢dao. Dois
animais infectados de cada grupo foram sacrificados por deslocamento
cervical no 5° dia pos infecgao (5° dpi) e trés animais no 15° dia pos
infec¢do (15° dpi) sendo realizada a coleta de sangue para PCR e dos
seguintes orgaos para PCR e anélises histopatoldgicas: coragao, musculo
esquelético, bago, intestino delgado, intestino grosso, linfonodo inguinal
e tecido adiposo abdominal. Cada 6rgao foi dividido em duas partes, uma
delas foi fixada em formalina tamponada (10%) e processada através da



técnica de histologia convencional no LAMEB-UFSC. Para tanto, cortes
seriados de 5 um de espessura foram corados com hematoxilina-eosina e
examinados em microscopio Optico em toda a sua extensdo,
determinando-se a presenga do parasito (parasitismo tecidual) e a
caracterizagdo do infiltrado inflamatorio. A intensidade do parasitismo e
do processo inflamatoério foram assim classificados: (0) = auséncia de
parasitismo ou de inflamacao, (1) = grau discreto, (2) = grau moderado e
(3) = grau intenso. A outra parte do material foi preservada em alcool
70% a 4 °C para as analises de PCR convencional.

3.23.4 PCR convencional para diagnostico de parasitos em
sangue e tecido de camundongos

As amostras de sangue e tecido de animais infectados coletadas
foram submetidas a extracdo de DNA genomico através do método de
fenol-cloroformio (SAMBROOK E RUSSELL 2001) e em seguida
dosadas em espetrofotometro (BioPhotometer, Eppendorf) para a
determinacdo da qualidade e pureza do DNA extraido conforme
exemplificado no item 3.3.1. Com a finalidade de detectar a presenca do
parasito nesses tecidos foram utilizados 10 pmol dos iniciadores S35
(AAATAATGTACGGGTGGAGATGCATGA) e S36
(GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT), em reagdes de PCR contendo 50
ng do DNA a ser analisado, 200uM de dNTP e 1 unidade de Tag DNA
polimerase (GoTaq Green Master Mix — Promega) em tampao fornecido
pelo fabricante. As reagdes iniciaram-se com uma etapa de desnaturagao
do DNA a 94°C durante 5 min. Em seguida foram realizados 34 ciclos de
desnaturacao (94°C por um min), ligagdo dos iniciadores a sequéncia alvo
(60°C por um min) e elongamento da cadeia de DNA pela polimerase
(72°C por um min), sendo esses passos realizados em um termociclador
Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Os produtos de
PCR obtidos foram resolvidos em géis de poliacrilamida 10% e corados
pelo brometo de etideo (1 mg/ml).



Capitulo 1:

Andlises in silico, caracteristicas biologicas e dinamica da infecg¢do in
vivo das amastinas de Trypanosoma rangeli



1- JUSTIFICATIVA

Uma vez que T. rangeli caracteristicamente apresenta baixas
parasitemias, havendo dificuldade em se encontrar formas sanguineas,
o conhecimento detalhado acerca das caracteristicas biologicas,
moleculares e as interagdes com o hospedeiro (GRISARD et al., 1999)
torna-se extremamente complicado, fazendo com que detalhes da
interagdo com o hospedeiro durante a infec¢dao sejam desconhecidos e
haja dificuldade no diagnostico especifico (SOUSA, JOHNSON,
1971), refor¢cando a hipotese de que o nimero de infecgdes em seres
humanos seja subestimado. Sabe-se que ¢ de extrema importancia o
conhecimento de dados a respeito da interacdo celular ¢ da
multiplicagdo do T. rangeli no seu hospedeiro vertebrado, sendo que
0S mesmos sao escassos € bastante controversos.

Por causa da estrutura prevista e da localizacao na superficie
do T. cruzi e de Leishmania sp., tem sido proposto que as amastinas
podem desempenhar um importante papel na interacdo hospedeiro-
parasito dentro da célula dos mamiferos: no transporte de ions e
nutrientes através da membrana, ou envolvidos com eventos de
sinalizacdo celular que iniciam a diferenciacio do parasito
(JACKSON, 2010). A sua expressao preferencial durante a etapa
intracelular também sugere que as mesmas podem constituir um
antigeno relevante durante a infec¢do pelo parasito, ja que foi possivel
observar que peptideos de amastinas provocam uma forte resposta
imune durante a infec¢do por Leishmania spp. (RAFATI et al., 2006).
Esses antigenos de amastinas sdao considerados biomarcadores
imunoldgicos, relevantes na leishmaniose cutinea e visceral (STOBER,
2006). Com base nessas informagdes, o estudo do padrdo de expressao
das amastinas, localizagdo celular e sua importancia numa possivel
multiplicagdo desses parasitos torna-se bastante relevante para T.
rangeli, parasito considerado ndo patogénico, sem forma intracelular e
com a presenc¢a de inimeras copias génicas de amastinas.

Com relacao ao hospedeiro mamifero, dados recentes ainda
nao publicados do nosso grupo de pesquisa, envolvendo alguns
aspectos da resposta imunologica frente a 7. rangeli, mostram que 0s
parasitos sao reconhecidos pelo hospedeiro e induzem a producao de
uma resposta inflamatoria. Esses importantes resultados, porém
inconclusivos, servem para ressaltar a grande necessidade do estudo
acerca da interagao parasito-hospedeiro do 7. rangeli com o hospedeiro



mamifero, sendo que o aprofundamento dessa relacdo pode fazer do
mesmo um modelo interessante frente a investigacoes de potenciais
alvos antiparasitarios, um possivel modelo de vetor vacinal para doenca
de Chagas (BASSO, MORETTI & FRETES, 2008; RODRIGUEZ et
al., 2009; MARINI et al., 2011), e também para novas tecnologias
terapéuticas, como por exemplo, terapias imunoldgicas e genéticas.

Com base nessas informa¢des foram realizados diversos
estudos para melhor entender o funcionamento dessa familia de
proteinas e sua fun¢do na maquinaria funcional do parasito com as
possiveis interagcdes que os mesmos realizam.



2 —RESULTADOS

2.1 Conservagao, estrutura e organizacio genOmica das
Amastinas de 7. rangeli.

A busca por sequéncias génicas correspondentes a amastinas
no 7. rangeli foi inicialmente realizada em dois bancos de dados
genomicos da cepa SC58 de T. rangeli, sendo um disponivel no
GenBank e TriTrypDB (STOCO et al., 2014) e o outro disponivel em
nosso laboratério contendo uma nova montagem somando-se
sequéncias obtidas através da plataforma Illumina. A partir destas
buscas, apenas quatro genes correspondentes a amastinas foram
identificados.

No 1nicio de 2017, foi realizado um novo sequenciamento
desta cepa utilizando a tecnologia SMRT da empresa Pacific
Biosciences. Utilizando o banco de dados com a montagem do
genoma a partir deste sequenciamento foi possivel realizar uma
busca mais detalhada das amastinas de 7. rangeli a partir de
tBLASTn, rpsBlast e HMMsearch, tendo sido identificados 17 genes
e 4 pseudogenes de amastinas no genoma desse parasito. Os
pseudogenes identificados correspondem a sequéncias similares as
duas B amastinas de 7. cruzi ¢ a duas 0 amastinas relacionadas a
tuzinas. Os reads obtidos com as diferentes estratégias de
sequenciamento foram analisados confirmando a real existéncia de
codons de parada prematuros para estas sequéncias. Além disso, o
gene TrAma7 1 foi sequenciado através de método de Sanger e
todas as alteracdes que caracterizaram estes genes como
pseudogenes foram também encontradas no genoma parcial da cepa
Choachi de T. rangeli.

De maneira geral, as sequéncias foram mais similares as
encontradas no genoma de 7. cruzi CL Brener, T. cruzi marinkellei e
T. cruzi DM28C. Essas sequéncias foram divididas em sete grupos
com base em similaridade (Figura 7), havendo em alguns grupos com
copias idénticas presentes. As caracteristicas gerais das sequéncias
estdo descritas no quadro 1.
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Figura 7: Anélise comparativa das amastinas de Trypanosoma rangeli. Porcentagens de nucleotideos (A) e
aminoacidos (B) idénticos entre todas as sequéncias identificadas.



Quadro 1: Caracteristicas gerais das sequéncias de amastinas identificadas no genoma do Trypanosoma rangeli.
MW- massa molecular; p/ — ponto isoelétrico teorico.

Resultado@last
Grupol Gene PosicaoFEenoma b aa MWHEDa IRedrico Identidade/ PeptideoBinal
p [ p p . p
Numerofcesso e-value .
Similaridade
TrAmal_1 |scaffold1802893180277593 1.173 390 41950.82 5.77 Tc_MARK_1197 2E-103 51%365%  Nio
TrAmal_2 |scaffold46[@864%592 1.173 390 41984.83 5.77 Tc_MARK_1197 1E-104 49%64%  Nio
Grupol TrAmal_3 |scaffold85F8037F 6865 1.173 390 42034.93 5.63 Tc_MARK_1197 3E-106 50%E64% Nio
TrAmal_4 |scaffold2@2027449202627 1.179 392 42310.29 5.85 Tc_MARK_1197 3E-101 49%/62%  Nio
TrAmal_5 |scaffold2@04042220416002 1.179 392 42310.29 5.85 Tc_MARK_1197 3E-101 49%/62%  Nio
TrAmal_6 |scaffold2@0477152048893 1.179 392 42310.29 5.85 Tc_MARK_1197 3E-101 49%/62%  Nio
Grupo® | TrAma2_1 |scaffold18845776B847074 1.299 432 48031.95 8.79 TCDM_03050-t26 1 | 8E-167 56%/76%  |No
TrAma3_1 [scaffold1#234182#2336403 549 182 19757.49 8.40 TcCLB.507673.60 3E-67 63%/75%  SimEMCCCPTLRVLVLIMVLLATACAVCANIFPV)
Grupo® |_TrAma3_2 |scaffold1#235785m@23523 549 182 19827.58 8.20 TcCLB.507673.60 2E-67 62%/75%  SimEMCCCPTLRVLVLIMVLLATACAVCANIFPV)
P TrAma3_3 |scaffold1@237386[#23683 549 182 19775.42 8.20 TcCLB.507159.50 8E-66 62%/74%  SimEMCCCPSLRVLVLIMVLLATACAVCANIFPV)
TrAma3_4 |scaffold 1238988 2384400 549 182 19938.85 7.33 TcCLB.507485.20 1E-68 64%/79%  SimEMCCCPSLRVLVLIMVLLATAZLAVCANIFPV)
TrAma4d_1 [scaffold2202892320280393 885 294 31403.79 9.22 TCDM_09277-t26_1 1E-95 56%/66%  Nio
TrAma4_2 |scaffold2@2043082204219 885 294 31403.79 9.22 TCDM_09277-t26_1 1E-95 56%/66%  Nao
Grupo® TrAma4_3 |scaffold2@050374204946 906 301 32153.57 9.33 TCDM_09277-t26_1 1E-95 56%/66% Ndo
TrAma4_4 |scaffold85[@ 9431785490 621 206 22446.13 8.60 TCDM_09277-t26_1 4E-82 62%/73%  Nao
TrAma4_5 |scaffold1B0302473029447 801 266 29876.47 8.98 TCDM_09277-t26_1 1E-71 66%/74%  Nio
TrAma4_6 |scaffold46@2996@376[M 621 206 22515.13 8.44 TCDM_09277-t26_1 3E-83 62%/73%  Nao
TrAma5_1 |scaffold1@217285#21669 593 84{Fragmento) 9485.33 9.30 TcCLB.506437.30 3E-10 46%/76% Ndo
TrAma5_2 |scaffold1@134000 134587 588 84fFragmento) 9485.33 9.30 TcCLB.506437.30 3E-10 46%/76%  Nio
TrAma6_1 |scaffold 1718968719528 561 107@Fragmento) | 11399.55 4.89 TcCLB.509965.394 3E-29 49%/62%  SimAMAFEALAGKVGTSLYMLCVCIAFVLVYVGT)
TrAma7_1 |scaffold1@721070721659 590 127@Fragmento) | 14312.05 9.11 TcCLB.509965.390 2E-31 50%/64%  Nao




As sequéncias preditas de aminoacidos foram utilizadas em
buscas em bancos de dominios conservados, sendo caracterizadas
quando a presenca de dominio de amastinas pfam07344 e/ou PTZ00201
¢ dentro da superfamilia cl06401 (Figura 8). Com excecdo da
TrAma7 1 todas as demais sequéncias apresentaram ao menos uma
identificagdo de dominio. Nessa sequéncia o dominio nao foi
identificado pois corresponde apenas a um fragmento. As sequéncias
do grupo 3 apresentaram similaridade com os dominios nas buscas
usando rps-blast e hmm-search, no entando devido a fragmentacao das
regides similares ao dominio ndo foi possivel obter a representacao
esquematica.

Query seq.  ————————————————————————————————————
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Superfanilies Amastin superfamily
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Figura 8: Dominios conservados das amastinas de 7Trypanosoma
rangeli. Sequéncias representativas de cada grupo de amastinas estao
representadas graficamente e apresentam os dominios caracteristicos
pfam07344 e/ou PTZ00201 (Azul escuro) e superfamilia c106401 (Azul
claro).

As amastinas sdo proteinas de superficie descritas como
possuidoras de quatro regides transmembranares. Para avaliar a
presenca destas regidoes transmembrana foi utilizado o programa
TMHMM, sendo que a maior parte das sequéncias apresentou as quatro
regides ja descritas (Figura 9). Para os grupos 6 ¢ 7 a representacao
corresponde ao fragmento que poderia ser traduzido uma vez que se
tratam de pseudogenes por apresentarem cédons de parada prematuros.
A TrAma2 1 apresentou um numero superior de regides
transmembrana preditas do que o esperado para a maioria amastinas.



Esta sequéncia apresenta 71% de similaridade e tamanho conservado
com os ortdlogos anotados em todos os genomas de 7. cruzi como
proteina hipotética conservada, bem como com outras espécies como
Crithidia fasciculata, cuja anotacao refere-se como amastina.

Grupo 1
Grupo 4

-
1
=
. ==

Grupo 2
Grupo 6

Grupo 3
Grupo 7

Figura 9: Predicdo de regides transmembranas (vermelho) nas
amastinas de Trypanosoma rangeli utilizando o programa TMHMM
Server v. 2.0 do pacote Expasy. Provaveis regioes extracelulares estao
demonstradas em rosa e intracelulares em azul.

A organizagdo gendmica das amastinas foi investigada nos 120
scaffolds resultantes da montagem do genoma do 7. rangeli. Embora
estes scaffolds ainda ndo sejam uma representacao fidedigna dos
cromossomos de 7. rangeli, foi possivel realizar alinhamentos com os
cromossomos da cepa CL Brener de 7. cruzi. As sequéncias
pertencentes aos grupos 1 € 4 ndo apresentaram-se em regides de alta
sintenia entre as espécies. Para as regides contendo as demais
sequéncias de amastinas identificadas € possivel observar um alto grau
de sintenia entre os genomas de 7. cruzi e T. rangeli. As sequéncias
correspondentes aos grupos 1 e 4 apresentaram-se intercaladas nos
scaffolds 2, 46 e 85. Isto pode ser observado na representacao
esquematica da regido correspondente no scaffold 2 (Figura 10), sendo
que este possui um total de 3.011.891pb. Entre cada repeticdo de
amastinas dos grupos 1 e 4 existem genes e pseudogenes que codificam
para a proteina de superficie gp63, familia génica que possui centenas
de copias no genoma do 7. rangeli.
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Figura 10: Representacdo esquematica e analise de sintenia de uma
regido do scaffold 2 de Trypanosoma rangeli contendo 6 amastinas do
grupo 1 e 4. Uma regido do cromossomo 30 de Trypanosoma cruzi CL
Brener Nao Esmeraldo esta representada. As setas azuis (7. cruzi) e
vermelhas (7. rangeli) correspondem a regioes codificantes e suas
orientagdes nos dois genomas. As setas com destaque em amarelo
correspondem aos genes de amastinas. Os niameros de acesso das
sequéncias de T. cruzi sao referentes ao TriTrypDB.

As demais amastinas identificadas estdo distribuidas no
scaffold 1 (12.576.647pb), que devido ao seu tamanho provavelmente
corresponde a mais de um cromossomo no 7. rangeli. Grandes regioes
de similaridade foram encontradas nas regidoes que contém as amastinas
com os cromossomos 7, 32 € 34 de T. cruzi CL Brener (Figura 11).
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Figura 11: Representacdo esquematica de diferentes regides do scaffold
1 de Trypanosoma rangeli e analise de sintenia com os cromossomos 7
(A), 32 (B) e 34 (C-E) de Trypanosoma cruzi. Em A) encontra-se a
TrAma2 1; B) TrAma6 1 e 7 1; C) todas as TrAma3; D e E) as duas
TrAmas. As setas azuis (7. cruzi) e vermelhas (7. rangeli) correspondem
aregioes codificantes e suas orientacdes nos dois genomas. As setas com
destaque em amarelo correspondem aos genes de amastinas e as
destacadas com verde correspondem aos genes de tuzina. As ORF
identificadas com X correspondem a pesudogenes de amastinas. Os
numeros de acesso das sequéncias de 7. cruzi sdao referentes ao
TriTrypDB.

Algumas sequéncias de amastinas como a 7rAmaS.1 e a
TrAma7.1 embora tenham sido encontradas em regides conservadas no



genoma em relacdo ao 7. cruzi apresentam baixa similaridade (76 e
64% respectivamente) com as correspondentes na cepa CL Brener de
T. cruzi.

As regides correspondentes as figuras 11C e 11D foram
analisadas utilizando o programa Artemis com o qual € possivel
identificar além da sintenia preservada o grau de identidade entre as
sequéncias ortologas nas duas espécies (Figura 12) conforme a
coloragao das faixas entre os ortélogos.
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Figura 12: Anélise de sintenia com representagdo de identidade entre os
ortdlogos de duas regides do scaffold 1 de Trypanosoma rangeli com os
cromossomos 34 de Trypanosoma cruzi (Esmeraldo). Em A) encontra-
se a TrAma5 1 e a TrTuzina e em B) as 7rAma3. Na figura a linha
superior corresponde ao scaffold de 7. rangeli e a inferior ao
cromossomo 34-S de T. cruzi. As faixas em vermelho apontam regides
de similaridade e a intensidade do vermelho indica maior grau de
identidade entre as sequéncias. As barras em amarelo correspondem aos
genes de amastinas, em verde a tuzina e em preto genes de RNA
polimerase.

Com o objetivo de confirmar o numero de copias dos genes
referentes a duas das amastinas presentes no genoma do 7. rangeli
(Grupo 4 e Grupo7) foram realizados ensaios de Southern Blot
(Southern, 1975) utilizando-se como sondas os genes 7rAma4 1 e
TrAma7 1 (Figura 13). Para o gene TrAma4 1, quando o DNA
gendmico do parasito foi digerido com a enzima EcoRI, que ndo possui
sitio de clivagem dentro da regido da sonda sendo observada a deteccao



de trés bandas. Enquanto que, para os DNA digeridos com as enzimas
Sacll, Sphl, Taql, para as quais existe um sitio de clivagem dentro da
regido da sonda, foi observado o reconhecimento de diversas bandas
compativel com um padrdao de multiplas copias deste gene. J& para o
gene 7rAma7 1 quando o DNA gen6mico do parasito foi digerido com
a enzima EcoRI, que ndo possui o sitio de clivagem dentro da regido da
sonda foi observada a deteccao de apenas uma banda, sugerindo se tratar
de uma tnica copia gendmica.

EcoRI Sphl DNA EcoRI Sacll Sphl Tagl

TrAma7_1 TrAmad_1

TrAma7l_1

TrAmad_1

1l L { ! 1 1 1 1 1 L 1 L 1 1 1 ' 1 1 1 ' | L 1 L L 1212

Figura 13: A) Analise da organizacdo dos genes de amastina de
Trypanosoma rangeli por Southern Blot. B) Mapa de restricdo dos
genes apontando os sitios de restrigao das enzimas utilizadas. A barra
azul representa o quadro aberto de leitura do gene 7rAma7 1 e a barra
vermelha representa o quadro aberto de leitura do gene 7rAma4 1.

Uma vez que a técnica de Southern Blot pode nao ser sensivel
e precisa na definicdo do niumero de copias de familias multigénicas,
foi realizado um ensaio de qPCR para quantificagdo absoluta de copias
dessas amastinas de 7. rangeli (Figura 13). Para essa quantificacdo
foram utilizados como controle dois genes de cdpia inica no genoma
de T. rangeli (DNA topoisomerase II nuclear/ DNA topoisomerase 11
mitocondrial). Todos os genes foram clonados por Stoco (2010) e com
uma curva padrao estabelecida com diferentes quantidades dos



respectivos plasmideos foi possivel calcular o nimero de copias em
uma dada amostra de DNA. Desta forma, foi possivel averiguar a
presenca de uma cdpia para o gene 7rAma7 1 e 10 copias para o gene
TrAma4 1. Nas buscas no genoma estes iniciadores proporcionariam
a amplificagdo de seis genes por genoma haploide.
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Figura 14: Quantificacio do nimero de codpias gé€nicas por genoma
hapléide do Trypanosoma rangeli dos genes Tr Ama7 1 e TrAma4 1
utilizando qPCR. O numero final de copias foi obtido a partir da
normalizacdo com os valores de quantificacdo das mesmas amostras
para dois genes de DNA topoisomerases sabidamente de copia unica.
O resultado corresponde a média = desvio padrao da quantificagdo de
quatro réplicas bioldgicas.

Para classificar as amastinas identificadas em 7. rangeli nas
subfamilias (a, B1/2, & e y) foi contruida uma arvore filogenética
utilizando algumas das sequéncias aminoacidicas descritas por Jackson
(2010), basicamente foram removidas somente algumas sequéncias do
grupo das 6-amastinas de Leishmania sp. e foram inseridas nas analises
todas as sequéncias de 7. rangeli e as identificadas no TriTrypDB para a
cepa CL Brener de T. cruzi que continham dominio de amastina (Figura
15). A partir desta arvore conseguimos classificar as amastinas de 7.
rangeli em a, B1/2 e pd. Além disso, dois grupos de amastinas que
incluiram somente sequéncias de 7. rangeli (TrAma2 1 e TrAma3) e
de T. cruzi foram formados.



Quando analisamos cada subfamilia em que sequéncias do
T. rangeli foram encontradas através de alinhamentos (Anexos 1 a
5) ¢ possivel observar em todos 0s casos existem regioes conservadas
bem definidas. A regido de assinatura das amastinas foi identificada
em todas as subfamilias com pequenas diferencas entre as sequéncias,
sendo esta regido extremamente discrepante para as 7rAma S5,
lembrando que as duas sequéncias deste grupo no 7. rangeli
correspondem a pseudogenes. Em relagdo aos agrupamentos que contém
as sequéncias 7rAma2 1 e TrAma3 e sequécias de 7. cruzi, estas
amastinas ndo sao exclusivas destes parasitos sendo que ortdlogos
foram encontrados em outras espécies. Para o grupo formado o
TrAma2 1 e TcCLB.506511.80 ortdlogos foram encontrados em um
numero restrito de espécies incluindo Blechomonas ayalai, Leishmania
enrietti, Endotrypanum monterogeii, Leptomonas sp., Crithidia
fasciculata, T. cruzi marinkellei e Trypanosoma grayi. Para o clado que
inclui as sequéncias do grupo 7rAma 3 ortdlogos foram encontrados
na grande maioria das espécies com sequéncias disponiveis no
TriTrypDB. Nesses dois clados nao classificados por Jackson, 2010, a
regido de assinatura de amastinas apresentou uma grande variacao,
havendo a auséncia da cisteina final.
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Figura 15: Arvore filogenética das amastinas de
tripanosomatideos baseadas nas sequéncias
utilizadas por Jackson, 2010 para a classificacdo
LmiF 341700 desta familia. O alinhamento das sequéncias foi
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2.2 Analise dos niveis de transcritos das amastinas de 7. rangeli

Para validar os iniciadores especificos para as analises por gPCR
foram padronizadas rea¢des com cinco pontos de diluicao seriada 1:2 de
misturas de cDNA com amostras de trés replicatas de epimastigotas e
tripomastigotas de 7. rangeli. Para cada um dos genes de amastina em
questdo foi determinado o Cq de cada ponto na curva em funcdo de sua
diluicdo através de uma reta, e entdo determinado o valor da eficiéncia
dos iniciadores. A eficiéncia média da qPCR para cada par de iniciadores
foi calculada e os valores foram de 93% para o gene TrAma7 1 e de 94%
para TrAma4 1, conforme Pfaffl (2004). Através das curvas de
dissociagdo € possivel observar a especificidade dos iniciadores para cada
gene (Figura 16).
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Figura 16: Padronizacdo da PCR em tempo real para quantificagao dos
niveis de transcritos das amastinas 7rAma4 1 e TrAma7 1 em diferentes
formas evolutivas de Trypanosoma rangeli. As curvas de dissociagao dos
produtos de amplificacdo de TrAma4 1 e TrAma7 1 apresentaram-se
como picos unicos com temperatura de melting de 84,5°C ¢ 80,5 °C (C e
F), respetivamente. Curvas padrao geradas a partir da regido linear de
cada curva de amplificagdo de 7rAma7 1 (A) e TrAma4 1 (D). Curvas
de amplificacdo para o gene de 7rAma7 1 (B) e 7TrAma4 1 (E)
demonstrando amplificacao nas dilui¢des seriadas do cDNA.

Uma vez que a eficiéncia das reacgoes utilizando esses iniciadores
foi similar (diferenga menor que 10%) a eficiéncia dos genes ja
padronizados como referéncia para 7. rangeli GAPDH e RNA60s foi
possivel realizar os calculos dos niveis de expressao génica a partir dos
valores de 2-(*“9, Para tal, trés replicatas biologicas foram utilizadas dos
diferentes estagios evolutivos de 7. rangeli: formas epimastigotas e
tripomastigotas.

De acordo com os resultados da figura 17 ¢ possivel observar
diferentes niveis de transcritos para as formas epimastigotas e
tripomastigotas entre 7rAma7 1 e TrAma4 1, sendo essa diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05). Entretanto, ndo foram



observadas diferencas na abundancia de RNAm de cada amastina entre
as formas evolutivas de 7. rangeli.
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Figura 17: Niveis de RNAm dos genes de amastina 7rAma7 1 e
TrAma4 1 de Trypanosoma rangeli. Foram analisadas formas
epimastigotas (EPI) e tripomastigotas (TRIPO) de 7. rangeli, utilizando
como referéncia a meédia geométrica dos genes GAPDH e RNA60s. Os
dados foram obtidos por ensaio de qPCR e representam a média e o desvio
padrdo de trés experimentos independentes, realizados em triplicata. O
sinal ** indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05)
utilizando o teste ANOVA de uma direcdo seguida pelo teste de
comparacao multipla de Tukey.

2.3 Expressao heterologa das amastinas 7rAma4 1 e
TrAma7 1 de T. rangeli

Inicialmente foirealizada a tentativa derealizar a expressao
heterdloga das proteinas recombinantes r7rAma7 1 e r7rAma4 1.
Para o gene 7TrAma7 1 dois conjuntos de iniciadores foram
inicialmente desenhados. Um deles amplifica do codon de inici¢ao ao
coddon de parada prematuro, o que corresponderia a ORF truncada e o
segundo par amplifica do codon de inicicdo ao segundo cddon de
parada identificado, para verificar se o codon de parada prematuro
identificado nas sequéncias do genoma realmente existia.

Os produtos da PCR foram clonados no vetor de clonagem

pGEM-T Easy®, ¢ entdo subclonados no vetor de expressao pET14b.
Apos confirmagdo da presenga do cddon de parada prematuro e da



confirmacdo da posi¢do correta dos demais insertos no vetor,
iniciaram-se os testes de expressdo heterdloga das proteinas
recombinantes em cé€lulas E. coli BL21(DE3). Na figura 18, podemos
observar o padrao de expressao resultante desse teste de expressao
inicial.
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Figura 18: Teste de expressdo heterdloga das proteinas recombinantes
amastinas de Trypanosoma rangeli em E. coli BL21(DE3), em
diferentes condigdes. A) r7rAma7 1 (tamanho esperado =12 kDa), B)
rTrAma4 1 (tamanho esperado +39 kDa). Em vermelho estdao
identificados os locais dos respectivos pesos moleculares esperados de
cada proteina recombinante. P: padrdo de peso molecular (Precision
Plus Protein Dual Color Standart — Bio-Rad), CNI: controle nao
induzido e ON: “overnight”.

Como observa-se na figura acima, nao € possivel identificar a
bandas proeminentes nos tamanhos esperados, indicando a auséncia de
expressao das proteinas recombinantes esperadas. Para confirmar
1sso, foram realizados ensaios de Western blot dessas amostras
visando a detec¢do da cauda de histidinas e, conforme o esperado, os
resultados foram negativos para todas as amostras (dados nao
mostrados).

As sequéncias de nucleotideos foram entdo analisadas no
programa RaCC quanto a presenga de cddons raros. Fato este que
poderia indicar uma dificuldade da E. coli em expressar essas proteinas.
Para a amastina 7rAma7 1 foi identificado um cddon raro de prolina
(CCC), e para TrAma4 1 foram identificados 11 codons raros para
arginina (AGG, AGA e CGA), 7 codons CCC (prolina), 2 cddons raros
para 1soleucina (CTA) e 1 cddon para leucina (CTA).

Com base nesses resultados optou-se por inserir mais variaveis
na triagem de expressdo dessas recombinantes e foram selecionadas
novas linhagens de E. coli BI21(DE3), sendo: Rosetta, Codon Plus e
PlysS. Os tempos de indu¢do e temperatura foram mantidos,



entretanto foram adicionadas outras trés concentracdes diferentes de
indutor: 0,15; 0,25 e 0,5 mM de IPTG. Apesar destas modificacoes
também ndo foi possivel obter a expressao heterologa das amastinas de
T. rangeli.

Para avaliar a expressdo dessas amastinas durante o ciclo
bioldgico do T. rangeli foram selecionadas as regides de dominio
hidrossoluvel, referente ao dominio amastina das sequéncias
TrAma7 1 e TrAma4 1 de T. rangeli para a sintese de peptideos.
Antissoros policlonais murinos contra as proteinas 7rAma7 1 e
TrAma4 1 foram obtidos e utilizados em ensaios de Western Blot. O
soro anti- 7rAma4 1 permitiu a identificagdo de uma proteina de +39
kDa de mesma intensidade nos extratos proteicos totais de
epimastigotas e tripomastigotas de 7. rangeli (Figura 19). Esse mesmo
soro foi testado utilizando extratos proteicos de epimastigotas,
tipomastigotas e amastigotas de 7. cruzi e ndo foi capaz de reconhecer
nenhuma proteina deste parasito. O soro anti- TrAma7 1 nao detectou
nenhuma proteina nos extratos de 7. rangeli bem como de 7. cruzi
(dados nao mostrados).
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Figura 19: A amastina 7rAma4 1 ¢ expressa nas duas formas
evolutivas de Trypanosoma rangeli. O ensaio de Western Blot foi
conduzido utilizando 30 pg extratos proteicos totais de
epimastigotas (E) e tripomastigotas (T) de 7. rangeli e o soro
produzido contra um peptideo dessa proteina reconheceu uma
proteina de +£39 kDa. Como controle de quantidade proteica foi
utilizado um anticorpo anti-Beta tubulina.



O soro anti-7rAma4 1 foi também utilizado em ensaios de
imunofluorescéncia para verificar a sublocalizagdo desta proteina
(Figura 20). Nao hove diferenca no padrao de reconhecimento entre as
formas do parasito e uma vez tanto parasitos permeabilizados quanto nao
permeabilizados apresentaram fluorescéncia sugere-se que esta seja uma
proteina de membrana como havia sido predito nos programas de
topologia. As amastinas tém como caracteristica a presenga de quatro
dominios transmembrana.
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2.4 Obtencao e avaliacio de linhagens de 7. rangeli
expressando amastinas de 7. cruzi

Visando a expressao isolada de quatro diferentes amastinas de
T. cruzi em T. rangeli, foram utilizados vetores contendo os genes de
amastinas de 7. cruzi: 0-AMA40, 6-AMAF, B1-AMA390 e B2-
AMA394.

Parasitos da cepa Choachi de 7. rangeli foram transfectados
conforme detalhado no item 3.16.2, com os vetores contendo as
diferentes amastinas de 7. cruzi fusionadas com GFP. Apos 24 horas, a
sele¢do dos parasitos transfectados iniciou com a adi¢do de G-418 (25
ug/ml) no meio de cultivo, a qual foi incrementada a medida que os
parasitos se mostravam estaveis, em crescimento e com boa motilidade.
Atualmente, os parasitos encontram em cultura contendo 300 pg/ml de
G-418.

Figura 21: Formas epimastigotas de Trypanosoma rangeli
expressando amastinas de 7. cruzi fusionadas com a proteina verde
fluorescente GFP. A) Tr AMA40, B) Tr AMAF, C) Tr AMA390 e D)
Tr AMA394 (Barra: 10 um).

ApoOs a transfeccdo, os parasitos foram observados em
microscopio de fluorescéncia a fim de observar a expressao da proteina
GFP. Na figura 21, ¢ possivel observar formas epimastigotas de 7.
rangeli expressando as amastinas de 7. cruzi recombinantes. Com base
na fluorescéncia das diferentes linhagens de 7. rangeli ¢ possivel



obeservar que existem distintas localiza¢des para essas proteinas, para
as linhagens Tr AMAF, Tr AMA390 e Tr AMA394 foi possivel
observar que a fluorescéncia distribui-se ao longo de todo o parasito.
Enquanto isso a linhagem Tr AMA40 apresentou distribui¢ao
diferenciada em forma de vesiculas ao longo do citoplasma do parasito.

A confirmagdo das linhagens transfectadas foi também
realizada através de Western blot utilizando o anticorpo monoclonal
anti-GFP (Figura 22).
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Figura 22: Deteccao da expressdo amastinas de Trypanosoma cruzi
fusionadas com GFP em epimastigotas de Trypanosoma rangeli
através de gel de SDS-PAGE (A) e Western blot (B) com anticorpo
anti-GFP.

Embora fluorescentes na visualizagdo ao microscopio, no
Western blot nao foi possivel detectar a expressao da GFP em todos os
extratos proteicos (Figura 22). O tamanho esperado das amastinas de
T. cruzi quando fusionadas a GFP eram de 40 kDa para AMA40 e de
45 kDa para AMAF, AMA390 e AMA394, e 25 kDa para o controle
com o plasmideo pTREX GFP. Desta forma, pela presenca da
identificacdo de uma proteina de tamanho esperado somente a AMAF
foi detectada fusionada a GFP.

No presente estudo foram testados diferentes métodos de
extragdo de proteinas totais dos parasitos, € também diferentes
concentragdes do anticorpo primdrio, a fim de obter o sucesso na
detec¢do da expressio dessas proteinas (dados ndo mostrados).
Infelizmente nao foi possivel obter sucesso em nenhuma das tentativas,
nao sendo encontrado perfil diferente do que foi apresentado na figura
22.

Foi realizado também, um novo ensaio de Western blot, onde
foram adicionados novos controles contra o anticorpo anti-GFP, a fim



de testar a eficacia do mesmo, sendo selecionada uma cepa de 7. rangeli
— Choachi expressando a gp82 e GFP de forma independente, sendo
entdo possivel observar a expressao do GFP apenas no extrato proteico
deste parasito.

Decorridas trés semanas apos a transfecc¢ao, foi realizado um
ensaio de citometria de fluxo para verificar a porcentagem de parasitos
em cultura que estavam expressando as proteinas fusionadas a GFP. Na
figura 23 ¢ possivel observar a presenca da fluorescéncia em todas as
linhagens transfectadas, sendo que exceto para a linhagem
Tr AMA394, todas as cepas transfectadas possuiam mais de 90% dos
parasitos fluorescentes.
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Figura 23: Analise quantitativa por citometria de fluxo das linhagens
de Trypanosoma rangeli que apresentam fluorescéncia associada as
amastinas de Trypanosoma cruzi fusionadas a GFP. A) Tr AMA40; B)
Tr AMAF; C) Tr AMA390 e D) Tr AMA394.

2.5 Obtencao e avaliacio de uma linhagem de 7. rangeli
superexpressando uma o-amastina de 7. rangeli (Tr _ AMATR)

Conforme descrito anteriormente foi desenvolvida uma
linhagem de T. rangeli superexpressando uma o-amastina denominada
de TrAma4 1 fusionada com a proteina verde fluorescente GFP. Esta
linhagem foi também selecionada através de diferentes concentragdes
de G418 no meio de cultivo, a qual era incrementada a medida que os
parasitos se mostravam estaveis € com boa mobilidade durante os
repiques semanais.

ApoOs a transfeccdo, os parasitos foram observados em
microscopio de fluorescéncia, sendo que na figura 24-A, ¢ possivel



observar um epimastigota de 7. rangeli com fluorescéncia associada a
expressio da TrAma4 1 fusionada com a GFP. A propor¢do de
parasitos fluorencentes € a homogeneidade da fluorescéncia foi também
verificada utilizando citometria de fluxo (Figura 24-B). Nesta andlise
95% dos parasitos apresentam fluorescéncia. Embora a fluorescéncia da
GFP tenha sido detectada pela microscopia e citometria de fluxo, ndo foi
possivel evidenciar a expressdo dessa proteina pela detec¢do com o
anticorpo anti-GFP por Western blot. Esta nova linhagem de 7. rangeli
foi denominada de Tr AMATR.

Figura 24: Analise da superexpressio de uma amastina de
Trypanosoma rangeli na linhagem TrAma TR fusionada com a
proteina verde fluorescente GFP. A) Microscopia de fluorescéncia
(Barra: 10 um) e B) Citometria de fluxo.

2.6 Ensaio in vivo com parasitos da cepa Choachi de 7.
rangeli expressando amastinas de 7. cruzi e superexpressando a
TrAma4 1 (Tr_AMATR) de T. rangeli

Para compreender melhor a dindmica da infec¢cdo de uma cepa
de T. rangeli superexpressando uma amastina foi realizado um ensaio
in vivo com a infeccdo experimental por via intraperitoneal de
camundongos Balb/C. Com isso, foram analisadas o nivel e a durag¢do
da parasitemia, assim como a distribuigdo tissular e alteracdes teciduais
determinadas pela presenga do parasito durante a evolugado
experimental da infec¢do.

Todos os animais do grupo selvagem e do grupo transfectado
apresentaram parasitemia patente com duracdo média de 7,5 dias
conforme o determinado pela técnica de Brener (1962). O pico maximo
de parasitemia de cada linhagem variou conforme pode ser observado



na tabela 3, sendo que para ambas as linhagens selvagem e transfectada
a quantidade de parasitos foi semelhante. Desta forma, nao foi possivel
observar diferengas no comportamento durante a infec¢do experimental
em camundongos entre as linhagens Tr AMATR e Tr WT (figura 25).
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Figura 25: Curva de parasitemia média em camundongos BALB/c
inoculados por via peritoneal com as linhagens de Trypanosoma rangeli
Tr AMATR. Os valores correspondem a média e desvio padrao da
parasitemia de cinco animais por grupo, inoculados com 5 x10°
tripomastigotas de 7. rangeli. A cepa Choachi selvagem foi utilizada
como controle (Tr WT).

Todos os grupos de camundongos infectados com as diferentes
linhagens de 7. rangeli expressando as amastinas de 7. cruzi
apresentaram parasitemia sanguinea, com um periodo patente médio de
sete dias. Com exce¢do de um unico animal infectado com a linhagem
Tr AMA390 que ndo apresentou parasitemia, todos os animais dos
demais grupos apresentaram exame de sangue a fresco positivo (ESF+).
Na figura 26 € possivel observar as curvas de parasitemia obtidas que
descrevem a evolucdo da infec¢do experimental em camundongos. Os
animais infectados com a linhagem Tr AMA40 apresentaram o maior
numero de parasitos, 1,588 X 10° parasitos/ml de sangue, quando
comparado com as demais linhagens de 7. rangeli expressando
diferentes amastinas de 7. cruzi € o grupo controle selvagem. A média
do valor do pico maximo de parasitos foi semelhante entre os grupos de
animais infectados com as linhagens Tr AMA 40, Tr AMAF e
Tr AMA390. Os animais infectados com Tr WT e Tr AMA394



apresentaram um nimero médio de parasitos menor, como demonstrado
a curva de parasitemia, no entanto, essas diferencas nao foram
significativas.

E 107 -

g

§ o 106-

25 - TrWT

g g 10° = Tr AMA40
g 3 -+ Tr AMAF
o  10%4 Tr AMA394
g -6~ Tr AMA390
S

4

103 4+— +

4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias de infec¢ao

o
-
N S
w -

Figura 26: Curva de parasitemia em camundongos BALB/c inoculados
via peritoneal com as linhagens de Trypanosoma rangeli expressando as
amastinas AMA40, AMAF, AMA 394 e AMA390 de Trypanosoma
cruzi. Os valores correspondem a média e desvio padrdao da parasitemia
de cinco animais por grupo, inoculados com 5 x10° tripomastigotas das
difetentes linhagens de 7. rangeli. A cepa Choachi selvagem foi utilizada
como controle (Tr WT).

Quando foram analisados os diversos parametros
parasitologicos e de deteccao molecular na tabela 3 podemos observar
que ndo houveram diferengas entre a evolucao da infec¢ao experimental
tanto dos animais infectados com a cepa de 7. rangeli expressando
TrAMAA4 1 quanto para o crupo controle para os seguintes paradmetros
analisados: exame de sangue a fresco, periodo patente, pico maximo de
parasitemia, dia de pico maximo e porcentagem de PCR positivo.



Tabela 3: Avaliacdo comparativa da parasitemia e da deteccao tissular
¢ sanguinea do Trypanosoma rangeli superexpressando a amastina
TrAma4 1 (Tr AMATR) em sangue e tecidos de camundongos
experimentalmente infectados.

Parametros Tr WT Tr AMATR
ESF+! 5/5 5/5
PP? 7,8 7,6
Pmax? 36.000 47.520
Dpmax* 4° dia 5° dia
o =7
PCR4SGS 5 dpl‘ 2/2 2/2
15°dpi® 3/3 3/3
PCRATCS 5 dpl. 6/12 8/12
15°dpi 10/18 13/18

'ESF+: exame de sangue a fresco positivo, *PP: periodo patente
(parasitos/ml sangue), >*Pmax: pico maximo de parasitemia
(parasitos/ml sangue), “Dpmax: dia de pico maximo, ’PCR+SG: PCR
positiva de sangue, PCR+TC: PCR positiva dos tecidos, ’5°dpi: 5° dia
pos infecgdo, 815°dpi: 15° dia pos infecgdo.

Quando os mesmos parametros foram analisados para a
evolucdo da infec¢do experimental de animais infectados com T.
rangeli expressando diferentes amastinas de 7. cruzi podemos observar
com base nos resultados apresentados na tabela 6, ¢ possivel observar
diferengas no comportamento durante a infeccdo experimental em
camundongos entre as linhagens, e € possivel observar que as linhagens
Tr AMA40, Tr AMAF e Tr AMA390 apresentaram uma grande
diferenca da cepa selvagem principalmente em relacdo pico maximo de
parasitemia, que indica uma maior quantidade de parasitos circulantes
na corrente sanguinea desses animais em relacao ao controle.

Na tabela 4, podemos também observar resultados referentes a
porcentagem de PCR positivas, tanto para sangue quanto para tecido,
nas diferentes fases da infec¢do analisadas. Quando analisadas por PCR
convencional, as amostras de sangue de todos os animais apresentaram-
se positivas, com excecao de um animal da linhagem Tr AMA390 e
um da Tr AMA394 que também nao apresentaram exame de sangue a
fresco positivo. Quando foram analisados os demais tecidos dos
animais por PCR convencional, tanto no 5° dia de infec¢@o, quanto no
15° dia de infeccao sendo que foi observado que no 5° dpi a relagao de



tecidos positivos para PCR foi maior que negativos, diferente do 15°
dpi, que foram observados um maior numero de tecidos com PCR
negativa. Esses resultados sdo pioneiros no estudo da evolugdo
experimental com 7. rangeli expressando uma familia de proteinas
essencial para o estabelecimento da infec¢do tecidual do 7. cruzi como
as amastinas, pois apesar do pouco conhecimento sobre as mesmas,
sabe-se que elas sdo importantes para a evolugdo da infeccao do 7.
cruzi.

Tabela 4: Avaliacdo comparativa da parasitemia e da detecg¢ao tissular
e sanguinea do Trypanosoma rangeli expressando diferentes amastinas

de Trypanosoma cruzi: Tr AMA40, Tr AMAF, Tr AMA390 e
Tr AMA394 em sangue e tecidos de camundongos experimentalmente

infectados.
Parametros Tr WT Tr AMA40 Tr AMAF Tr AMA390 Tr AMA394
ESF+! 5/5 5/5 5/5 4/5 5/5
Pp2 7,8 8,2 6,8 7 6
Pmax’ 36.000 1.588.320  499.680 923.040 25.920
Dpmax* 4° dia 5° dia 6° dia 5° dia 5° dia
PCRASGs 5dpi’ 2/2 2/2 2/2 2/2 1/2
15°dpi®  3/3 3/3 3/3 2/3 2/3
PCR4TCS Sdpi 6/12 10/12 10/12 12/12 12/12
15°dpi ~ 10/18 6/18 8/18 9/18 9/18

'ESF+: exame de sangue a fresco positive, *PP: periodo patente
(parasitos/ml sangue), >Pmax: pico maximo de parasitemia
(parasitos/ml sangue), “Dpmax: dia de pico maximo, ’PCR+SG: PCR
positive de sangue, °PCR+TC: PCR positivo dos tecidos, 75°dpi: 5° dia
pos infeccdo, 815°dpi: 15° dia pds infecgio.

Na tabela 5, podemos observar os resultados referentes ao
ensaio de PCR convencional para deteccdo de parasitos nos tecidos de
camundongos inoculados experimentalmente durante duas fases da
infeccao: 5° dpi e 15° dpi. Como € possivel observar abaixo, apenas o
musculo esquelético e intestino grosso de animais infectados com
Tr WT no 15° dpi ndo apresentaram nenhum tecido positivo para PCR.
Ara todos os demais tecidos analisados houve pelo menos um
representante dos dois analisados para cada fase da infec¢ao positivos
para analise de PCR.



Tabela 5 — Deteccdo de Trypanosoma rangeli por PCR convencional
utilizando os iniciadores S35 e S36 em amostras de tecidos de
camundongos BALB/c infectados com a linhagem de 7Trypanosoma
rangeli superexpressando a amastina 7rAma4 1 (Tr AMATR) em dois
diferentes tempos da infeccao (5° e 15° dpi). NE representa amostras
negativas.

| 5° dpi 15° dpi
Tecido

Tr WTI' Tr AMATR Tr WT Tr AMATR
Coracao 1/2 1/2 2/3 1/3
Baco 22 12 23 23
Musculo Esquelético  1/2 172 NE 1/3
Linfonodo Inguinal 1/2 1/2 1/3 1/3
Tecido Adiposo 12 12 13 13
Intestino Grosso 2/2 2/2 NE 2/3
Intestino Delgado 2/2 2/2 1/3 2/3

Quanto as analises qualitativas de PCR convencional dos
tecidos dos camundongos infectados com as diferentes linhagens de T.
rangeli fo1 possivel observar que no 5° dpi todos os tecidos analisados
em pelo menos um dos camundongos de cada grupo o resultado foi
positivo. No 15° dpi, apesar da positividade dos tecidos para a reagao
ainda ser alta, apenas a linhagem transfectante Tr AMA394 teve PCR
positiva para todos os tecidos analisados em pelo menos um dos animais
infectados. Na tabela 6, € possivel observar com detalhes as informagdes
citadas acima.
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Tabela 6 — Detec¢do de Trypanosoma rangeli por PCR convencional utilizando os iniciadores S35 e S36 em amostras
de tecidos de camundongos BALB/c infectados com diferentes linhagens de 7. rangeli expressando amastinas de
Trypanosoma cruzi. NE representa amostras negativas.

Tecido 5° dpi 15° dpi
Tr WT Tr AMA40 Tr AMAF Tr AMA390 Tr AMA394 Tr WT Tr AMA40 Tr AMAF Tr AMA390 Tr AMA394
Coracio 12 22 22 22 22 2/3 13 13 12 13
Baco 22 12 22 202 2/2 2/3 NE 13 NE 2/3
Misculo 12 12 NE 22 22 NE 2/3 13 12 2/3
Esquelético
Linfonodo 12 12 22 22 22 13 13 NE 12 2/3
Inguinal
Tecido 12 12 202 202 202 13 13 NE 12 2/3
Adiposo
Intestino 22 22 22 22 22 NE 13 13 12 13
Grosso
Intestino 22 22 22 22 22 13 13 2/3 12 13

Delgado




Com base nos resultados das analises histopatoldgicas dos
tecidos de camundongos infectados experimentalmente com
Tr AMATR e Tr WT fo1 possivel observar alteracdes inflamatorias
apenas no baco, onde foi observada uma hiperplasia da regiao linfocitica,
caracterizando o aumento de linfécitos no 6rgdo. Para os demais tecidos
analisados, para ambos grupos experimentais; coracdo, musculatura
esquelética, linfonodos, tecido adiposo e intestinos grosso e delgado nao
foi possivel obervar alteracdes referentes a presenca de processo
inflamatorio ou quanto a presenga de formas amastigotas.

A partir das analises histopatologicas dos tecidos das diferentes
linhagens transfectadas de 7. rangeli, ndo foi possivel observar
alteragdes quanto a presenga de processo inflamatorio na maioria dos
tecidos, com a excecdo do baco e do tecido adiposo e nao foi observada
a presenca de ninhos de amastigotas em nenhum dos tecidos analisados.
Para o bago, para todas as linhagens foi possivel observar uma
hiperplasia da regido linfocitica, caracterizando o aumento de linfocitos
no 6rgao em ambas as fases da infec¢ao analisadas. Para o tecido adiposo
foi possivel observar a presenca de exsudato inflamatorio de intensidade
moderada para as linhagens: Tr AMA40, Tr AMAF e Tr AMA394,
sendo que para a linhagem Tr AMA40 foram observadas alteracdes com
cinco dias de infec¢do, enquanto que para Tr AMAF ¢ TR_AMA394
essas alteragdes foram percebidas durante somente com 15 dias de
infeccao.

Na figura 27, € possivel ter um panorama geral da evolucao da
infeccdo experimental de animais infectados com Tr AMATR e
Tr WT, onde encontram-se demonstrados resultados referente as
analises histopatologicas e dados de deteccao molecular dos parasitos.
Para as andlises histopatoldgicas as imagens mostram uma visdo geral
da infeccao, onde apenas o bago apresentou alteracoes inflamatorias
enquanto que os outros tecidos encontraram-se preservados, como por
exemplo, no intestino grosso onde ¢ possivel observar o o6rgao
preservado, com uma camada muscular integra.
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Figura 27: Andlises histopatologicas de sec¢des de diferentes tecidos de
animais inoculados com as cepas de Trypanosoma rangeli transfectada
e selvagem. A: Amostras de diferentes tecidos corados por HE de
animais infectados com Tr AMATR e Tr_ WT no 15° dpi, sendo 1: bago
de animais infectados com Tr AMATR, 3: intestino grosso de animais
infectados com Tr AMATR e 5: tecido adiposo de animais infectados
com Tr AMATR; 2: bago de animais infectados com Tr WT, 4:
intestino grosso de animais infectados com Tr WT e 6: tecido adiposo
de animais infectados com Tr WT; B) Tecidos com alteragdes
histopatologicas (1) e com deteccdo de DNA dos parasitos por PCR
convencional (2).

Na figura 28, ¢ possivel observar de forma detalhada essas
alteragOes teciduais referentes a presenca de infiltrado inflamatorio no
tecido adiposo dos comundongos infectados com Tr AMAA40,
Tr AMAF e Tr AMA394 (destacadas pelas setas). Ainda na mesma
figura € possivel realizar uma comparacdo entre os tecidos com
alteragdes nas analises histopatologicas e com deteccio de DNA do
parasito a partir de PCR convencional.
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Figura 28: Alteragdes teciduais nos camundongos infectados com
distintas linhagens de Trypanosoma rangeli expressando diferentes
amastinas de 7. cruzi. A) Analises histopatologicas de secgdes de tecido
adiposo corados por HE. 1 e 2: Tecido adiposo de animais infectados
com Tr AMAA40, sendo 1) 5° dpi e 2) 15° dpi; 3 e 4: Tecido adiposo de
animais infectados com Tr AMAF, sendo 3) 5° dpi e 4) 15° dpi; S e 6:
Tecido adiposo de animais infectados com Tr AMA394, sendo 5) 5° dpi
e 6) 15° dpi; 7: Tecido adiposo de animais infectados com Tr AMA390
com 5° dpi; 8: Tecido adiposo de animais infectados com Tr WT 5° dpi.
B) Tecidos com alteragdes histopatologicas (1) e com deteccao de DNA
dos parasitos por PCR convencional (2).



3 - DISCUSSAO

O ciclo de vida do T. rangeli, bem como de outros
tripanosomatideos, estd diretamente relacionado com suas
caracteristicas génicas e a regulacao desses genes. Sabe-se que existem
diversas proteinas e interacdes entre as mesmas que regulam tanto a
capacidade de sobrevivéncia quanto a possibilidade de alternancia entre
hospedeiros que possibilitam a realizagdo bem-sucedida do ciclo
bioldgico do parasito. Dentre essas proteinas incluem-se as amastinas,
entretanto, até o presente momento pouco se sabe sobre o papel delas
tanto em 7. cruzi, quanto em 7. rangeli.

Os genes que codificam para as amastinas estao presentes tanto
no 7. rangeli quanto no 7. cruzi, e de forma diferente entre eles.
Com a necessidade em se entender melhor a respeito do comportamento
do T. rangeli, Stoco e colaboradores (2014) realizaram um estudo
acerca do genoma desse parasito e observaram caracteristicas
importantes que os diferenciam geneticamente do 7. cruzi. A partir do
estudo do genoma do 7. rangeli quando comparado ao 7. cruzi, foi
possivel observar uma grande diferenga no nimero de copias de
diferentes genes entre esses dois parasitos. As amastinas foram entao
uma familia de proteinas que chamou a ateng¢do devido a grande
diferenga de numero de cdpias entre os dois parasitos, enquanto que
para T. cruzi foram identificados até o presente momento 27 cdpias,
para T. rangeli um estudo preliminar identificou aproximadamente 72
copias no genoma diploide.

Inicialmente, com o objetivo de verificar o numero de copias
dos genes referentes as amastinas presentes no genoma do 7. rangeli
foi realizada o Southern Blot foi observado para o gene TrAma4 1
quando digerido com a enzima EcoRI, que ndo possui o sitio de
clivagem dentro da regido da sonda foi observada a deteccao de trés
bandas. Enquanto que, para as digestdes com as enzimas Sacll, Sphl,
Tagql, as quais possuem um sitio de clivagem dentro da regido da sonda,
foi observado o reconhecimento de diversas bandas compativel com a
presenca de multiplas copias do gene. Ja para o gene TrAma7 1 quando
digerido com a enzima EcoRI, que ndo possui o sitio de clivagem
dentro da regido da sonda foi observada a deteccdo de apenas uma
banda.

Com base nos resultados obtidos através do Southern blot, é
possivel observar que ao menos um dos dois genes de amastina avaliados
apresenta um padrdao de multicopias no genoma, mas a resolugdo das
bandas ndo proporcionou uma estimativa mais apurada do niimero de



copias em questdo. Acreditamos que essa ma resolucao se deve pelo
DNA nado ter sito totalmente digerido pelas enzimas utilizadas, o que
poderia causar uma confusdo na interpretagdo dos resultados, sugerindo
um numero de cdpias diferente do real. Outro fator limitante para a
precisa identificagdo no nimero de copias pode ser a possivel presenca
de copias em tandem do gene, uma vez que apareceram bandas com
diferentes intensidades.

Assim, optamos por realizar duas abordagens para identificar o
numero de copias dos genes de amastinas no genoma do 7. rangeli:
novas analises in silico e ensaios de qPCR. Durante uma nova andlise in
silico foram entdo identificadas 42 copias do gene amastina, 21 em cada
genoma haploide desse parasito. Dessas 21 copias, 17 genes encontram-
se integros e quatro foram entdo identificados como sendo pseudogenes,
ou seja, apresentam um cddon de parada no meio da sequéncia génica.
Para validar esses resultados encontrados nas andlises in silico e
esclarecer a real quantidade do nimero de copias desses genes foi entdo
realizado um ensaio para quantificagao absoluta de copias das amastinas
de T. rangeli. Os resultados esses que corroboram com os encontrados
nas analises in silico, confirmando o perfil multicopias de 7rAma4 1 e
coOpia Unica para o gene 7rAma7 1.

Esses resultados sdo consequéncia ainda de uma analise
preliminar dessa nova montagem do genoma de 7. rangeli, sendo que,
com a finalizagdo da estrutura organizacional desse genoma, pode
ocorrer ainda uma alteracdo da quantificagdo do numero de coOpias
referente as amastinas. Essa nova montagem pode até mesmo se
aproximar da contagem inicial observada por Stoco e colaboradores
(2014), visto que, in silico foram observadas 6 copias do gene TrAma4 1
e para a quantificagdo por qPCR foram encontradas 10 copias.

Segundo Jackson (2010), para T. cruzi existem 12 genes (Seis
em cada genoma haploide) anotados como amastinas e localizadas em
trés cromossomos diferentes. Entretanto em 2013, Kangusso-Marcolino
e colaboradores, através de uma nova analise dos bancos de dados
existentes encontrou um total de 14 copias do gene de amastina, dados
esses que conferem com a analise realizada por Franzen e colaboradores
(2011), que encontrou o mesmo numero de copias de amastinas presentes
no genoma da cepa Sylvio X-10 de 7. cruzi. Em Leishmania sp., ¢
observada uma grande diversificacdo para as amastinas, em 2005,
Rochette e colaboradores publicaram um estudo onde, através de
analises in silico, especialmente com base nos dados contidos no banco
de dados GeneDB, encontraram para L. major 55 copias e para L.
infantum 37 copias de amastinas no genoma. Para L. brasiliensis foram



encontradas 52 copias dos genes de amastinas no genoma (PAIVA et al.,
2015).

Analisando dados internos e presentes no TriTrypDB (2017)
observamos que de forma organizacional, as amastinas de 7. rangeli
encontram-se localizadas em quatro scaffolds diferentes, sendo em 7.
cruzi, correspondente a trés cromossomos (JACKSON, 2010;
KANGUSSO-MARCOLINO et al., 2013). Ja em Leismania sp., para
diferentes espécies sao observados padrdes diferentes na distribui¢do dos
genes de amastinas nos diferentes cromossomos do genoma destes
parasitos. Para L. major, os genes de amastinas encontram-se divididos
em sete cromossomos diferentes, enquanto que para L. infantum, os
genes de amastinas encontram-se organizados em repeti¢oes in tandem
num mesmo cromossomo (ROCHETTE et al., 2005; JACKSON, 2010).
Para T. rangeli, ainda € cedo para considerar esses scaffolds como
cromossomos, visto que, por exemplo, o tamanho do scaffold 1
provavelmente corresponde a mais de um cromossomo. Entretanto,
ainda sim € possivel relacionar esses scaffolds de 7. rangeli com os
cromossomos de 7. cruzi e observar as regides de sintenia entre o
genoma desses dois parasitos.

Através de uma analise detalhada das provaveis ORF e das
sequéncias aminoacidicas preditas das amastinas, foi possivel observar
a presenca de quatro pseudogenes. Dentre esses, destacamos o gene
denominado de TrAma7 1, que possui um cdédon de parada no meio
da sua sequéncia, sendo considerado um gene truncado, ja que a regiao
C-terminal que esta presente na sequéncia ortdloga em 7. cruzi nao
serd expressa nesta amastina de 7. rangeli.

A confirmacgao da presenga do codon de parada nesse gene de
amastina ¢ um importante achado deste estudo. Sabe-se que as
amastinas possuem quatro dominios transmembrana e duas regides
extracelulares hidrofilicas, que conferem a localizagdo como uma
proteina de membrana. Para TrAma7 1 -frag, a auséncia da regido C-
terminal na proteina resultante implica na perda de duas das quatro
regioes transmembrana.

Ao avaliar os dados referentes ao genoma do 7. rangeli
pode-se observar que este tripanosomatideo tem a caracteristica de
apresentar diversos pseudogenes. Como exemplo, ao pesquisar por
ortdlogos de componentes da maquinaria de RNA de interferéncia
(RNA1) foi descoberto que quatro dos cinco genes relacionados a
RNAi em 7. brucei estdo presentes no genoma do 7. rangeli como
pseudogenes, pois estes apresentavam um ou mais cddons de parada ao
longo das sequéncias relacionados a mudancas na janela de leitura



(STOCO et al., 2014). Romero et al., (2015) identificou que o gene da
cisteina sintase de 7. rangeli também apresentava-se como pseudogene,
além de apresentar diversas mutagdes em dominios especificos.

Conforme descrito anteriormente, sabe-se que as amastinas
dividem-se em diferentes subfamilias e que sua fungdo até o presente
momento encontra-se relacionada com essa familia em questdo. Com
base nessas informacgoes foram entdo realizados estudos detalhados a
respeito dessas ORF de amastinas de 7. rangeli tendo como finalidade
identificar regides de dominio e transmembrana e com isso classificar
as mesmas dentro das subfamilias identificadas.

Com o objetivo de categorizar as amastinas identificadas em T.
rangeli nas subfamilias descritas na literatura (a, B1/2, d e v), foi
realizada uma classificacao interna em 7 diferentes grupos baseado nas
similaridades entre elas mesmas. A classificacdo desta familia génica
das amastinas esta relacionada a conservacao das regides hidrofilicas e
hidrofobicas, associacao a outros genes (por exemplo, a tuzina) e a fase
do ciclo biologico em que a proteina ¢ expressa em maior quantidade
(TEIXEIRA et al, 1994; JACKSON, 2010; KANGUSSO-
MARCOLINO et al., 2013).

Em 2005, Rochete e colaboradores realizaram a caracterizagao
dos genes de amastinas de Leishmania sp. € determinaram através de
um alinhamento incluindo diversas sequéncias de amastinas que, dada
a conformacao estrutural dessas proteinas, elas seriam classificadas
como transmembranares. A regido delimitada entre as duas cisteinas,
na regido hidrofilica, ¢ altamente conservada entre todos os genes
homologos de amastina em Leishmania spp. € Trypanosoma spp.,
sendo exclusivo para esta familia de proteinas e considerada a
assinatura da amastina (ROCHETE, et al., 2005).

Em relacdo ao 7. cruzi, foi proposto inicialmente que as
amastinas estavam divididas em duas subfamilias: as & e as [3-
amastinas. As od-amastinas, encontram-se subdivididas em dois
subgrupos, sendo que no maior ramo estdo as amastinas descritas por
Teixeira e colaboradores, (1994), cujos genes estdo agrupados
sequencialmente no genoma intercalados pelos genes de tuzina. No
ramo menor das d-amastinas, encontra- se os genes de amastinas de
cOpia Unica no genoma, que apresentam cerca de 50% de similaridade
com as demais 6-amastinas, ¢ estdo acompanhados por um pseudogene
de tuzina. Este subgrupo de 6-amastinas foi denominado 6-Ama40/50
(KANGUSSO- MARCOLINO et al., 2013).

Uma maior divergéncia foi encontrada para as B-amastinas,
que diferem bastante entre si, ¢ de forma semelhante ao observado em



Leishmania sp., estes genes foram subdivididos em 1-amastinas e 32-
amastinas, € encontram-se arranjados em sequéncia (em fandem) no
genoma de CL Brener e Sylvio X-10 (KANGUSSO-MARCOLINO et
al.,2013).

Jackson em 2010, descreveu as o-amastinas como sendo de
35 a 64% mais longas em referéncia ao tamanho que as demais
amastinas, com trés a 10 hélices transmembranares na extremidade N-
terminal, sem peptideo sinal e expressas constitutivamente.
Outra informagdo importante ¢ que esta ¢ a Unica subfamilia de
amastinas presentes em 7. brucei, esta que, curiosamente, estd
intimamente ligada com o estagio amastigota no ciclo de vida.
Acredita-se entdo que das a-amastinas, evolutivamente surgiram as
demais subfamilias.

Em 2015, Paiva et al. realizaram alinhamentos multiplos de
sequéncias de amastinas de L. braziliensis, L. infantum e T. cruzi, €
demonstraram uma conservagdo significativa em estruturas previstas
entre os diferentes membros da familia. As quatro regides
transmembranares preditas sao altamente conservadas e mostram alta
similaridade de sequéncia entre as amastinas da mesma subfamilia. Ja
os dois dominios hidrofilicos extracelulares, apresentam um aumento
da variabilidade, usualmente relacionado com a subfamilia em que
estdo classificados. Os resultados apresentados por estes autores
reforcam a classificagdo estabelecida para as amastinas de 7. rangeli
com base no alinhamento destas sequéncias e demais representantes
das diferentes subfamilias.

A fim de aproximar a classificacdo das amastinas de 7. rangeli
em subfamilias foram realizadas anélise in silico e também uma andlise
filogenética das sequéncias encontradas citadas anteriormente. Foi
entdo observado que das 21 codpias de amastinas identificadas no
genoma estavam subdivididas em trés familias diferentes: 0, e o
amastinas, conforme ja havia sido descrito por Stoco e colaboradores
em 2014. Dos quatro pseudogenes encontrados, dois estao classificados
como B-amastinas ¢ dois como d-amastinas. Dentre as duas sequéncias
génicas de amastinas utilizadas neste estudo, observamos entdao que a
sequéncia de TrAma7 1 de T. rangeli foi classificada como sendo
pertencente da subfamilia . J& a TrAma4 1 foi classificada como
sendo uma o-amastina. Com sabe nas informag¢des encontradas
pudemos observar que as d-amastinas de 7. rangeli, assim como as
demais encontram-se intercaladas por genes de tuzina in tandem no
scaffold referente.



Atualmente, diversos estudos referentes as amastinas de 7.
cruzi ¢ demais tripanosomatideos encontram-se em andamento,
principalmente da classificagdo das mesmas, ja que os dados existentes
ainda sdo recentes e suscetiveis a mudancgas. Até 2013, imaginava-
se que existiam apenas duas subfamilias de amastinas para o 7. cruzi,
as B e d-amastinas, Lemos e colaboradores (2014), identificaram a
presenca de duas a-amastinas no genoma de 7. cruzi, e estudos estdo
sendo realizados para caracterizar essas proteinas funcionalmente e
biologicamente.

Para entender melhor como funcionam as amastinas de T.
rangeli, selecionamos uma [ e uma o-amastina: 7rAma7 1
(pseudogene) e TrAma4 1 respectivamente € analisamos tanto o nivel
de producao de RNAm quanto o de proteina expressa de ambas. Com
base nos resultados observamos entao que os niveis de transcritos para
o gene que codifica uma a-amastina TrAma4 1 foi, em niimeros brutos,
maior que os niveis de transcritos encontrados para o pseudogene da [3-
amastina TrAma7 1, ndo havendo diferencas significativas. Quando
comparamos a transcrigdo destes genes entre as formas evolutivas em
separado, pudemos observar entdo que tanto para epimastigotas quanto
para tripomastigotas houve diferenga significativa nos niveis de
expressao, sendo notadamente maiores para epimastigotas do que para
tripomastigotas.

Em 1994, Teixeira e colaboradores avaliaram os niveis de
transcritos de uma amastina na cepa Tulahuén de 7. cruzi através da
técnica de Southern Blot em trés estagios evolutivos do parasito:
amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas. Neste ensaio observaram
que na forma evolutiva amastigota os niveis de transcritos eram até 50
vezes mais expressos do que em epimastigotas e tripomastigotas,
concluindo assim que as amastinas eram proteinas com relagdo estagio
evolutivo especifico e que provavelmente desempenhavam um
importante papel no ciclo evolutivo do parasito. Através de ensaios de
Southern blot de 20 genes homologos de amastinas, em diferentes fases
do ciclo de vida de L. infantum, foi constatado que 17 deles foram
expressos apenas em amastigotas axénicos, um em promastigotas e dois
desses homodlogos foram expressos em ambos estagios evolutivos. Com
isso, concluiram entdo que a producao dos niveis de transcritos estava
também relacionada com a forma amastigota do parasito e a
consideraram estagio especifica em L. infantum e L. brasiliensis
(ROCHETTE et al, 2005, PAIVA et al., 2015)

Cruz e colaboradores, em 2012, analisaram através de qPCR,
os niveis de transcritos das d-amastinas de duas diferentes cepas de 7.



cruzi: CL Brener e G. Observaram os autores que para cepa CL Brener
o padrdao de producdo de RNAm foi igual ao observado anteriormente
por Teixeira e colaboradores (1994), sendo maior para a forma
amastigota do que para epimastigotas e tripomastigotas, ja para a cepa
G, esse padrao nao foi observado. Assim, além de atribuirem uma
caracteristica estadgio especifica para esses niveis de RNAm encontrados
relacionaram os mesmos com a infectividade da cepa, ja que ¢ bem
detalhado que a cepa G de T. cruzi possui baixa capacidade infectiva.
Em 2013, Kangussu-Marcolino e colaboradores avaliaram os niveis de
transcritos de quatro diferentes amastinas, pertencentes as subfamilias 3
e 0 em diferentes cepas de 7. cruzi (clone Sylvio X-10, cepa
Colombiana, cepa G, clone Dm28c, cepa Y, clone CL Brener) para
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas. Como resultado, para as
B-amastinas, observaram uma producdo maior de transcritos para
parasitos na forma evolutiva epimastigotas, corroborando com dados ja
observados por Minning e colaboradores, 2009. Para as 6-amastinas o
resultado se repete e em todas as cepas analisadas, com excessao da cepa
G, os niveis de transcritos foram maiores em amastigotas.

Essa grande variacao nos padrdes de producao de niveis
de transcritos de diferentes subfamilias de amastinas, nas diferentes
cepas de diferentes tripanosomatideos nos levou a tentar compreender
mais sobre essa familia génica. Em tripanosomatideos ja ¢ bem
esclarecido que os niveis de transcritos de determinado gene ndo sao
diretamente relacionados aos niveis de expressao da determinada
proteina correspondente em fung¢do da regulacdo pos-trascricional
(TEIXEIRA, 1998, TEIXEIRA, DAROCHA, 2003).

Buscando compreender a fungdo das amastinas em 7. rangeli,
realizamos ensaios de Western blot utilizando soros anti-amastina do
parasito produzidos a partir de peptideos sintéticos desenhados a partir
de genes de amastinas pertencentes as subfamilias B ¢ a. Inicialmente,
tentamos realizar a expressao heterdloga de duas diferentes amastinas
de T. rangeli em bactérias: TrAma7 1 e TrAma4 1,nao sendo possivel
observar qualquer expressao em diferentes ensaios realizados em
diferentes condicdes e tipos de células escolhidas. Ndo existe até o
momento estudos que realizaram a expressao heterdloga da proteina
amastina em bactérias ou outros hospedeiros e Teixeira ¢
colaboradores, em 1994, tentaram expressar amastinas de 7. cruzi em
bactérias e ndo obtiveram sucesso, sendo que a época, observaram que
apo6s a indugdo com IPTG ocorria a morte das bactérias, o que os levou
a concluir que a expressao das mesmas podia ser toxica para E. coli.



Através do ensaio de Western blot contra as duas amastinas de
T. rangeli: TrAma7 1 (pseudogene) e TrAma4 1, observamos entao
apenas a expressdao da a-amastina TrAma4 1 idéntica para as duas
formas evolutivas dos parasitos analisadas: epimastigotas e
tripomastigotas. Para essas duas amastinas de 7. rangeli em questao
analisadas, observamos que o pseudogene TrAma7 1 ¢ transcrito
porém ndo expresso nos parasitos, tanto na forma epimastigota quanto
tripomastigota e que, para a amastina TrAma4 1, apesar dos niveis de
transcritos serem diferentes entre epimastigotas e tripomastigotas
(maior em epimastigotas), quando analisamos os niveis de proteina
expressa nao houve diferenca entre as duas formas evolutivas. Esse
resultado serve entdo para dar inicio aos estudos acerca dessa variada
familia multigénica de proteinas em 7. rangeli.

Nao existem dados acerca dos niveis de expressao das
amastinas em outros tripanosomatideos além, de 7. rangeli, porém,
Paiva e colaboradores (2015), realizaram ensaios de knockout em 0o-
amastinas de L. brasiliensis e observaram que durante uma infeccao in
vitro de macrofagos os parasitos apresentaram crescimento prejudicado
e nao foi possivel levar a infeccao a frente. Este € um estudo importante,
pois reforca os achados anteriores de Cruz e colaboradores (2015) que
também relacionaram as 6-amastinas com a capacidade infectiva de T.
cruzi. Com esses dois estudos, fica cada vez mais clara a importancia
em se aprofundarem os estudos acerca das amastinas nos
tripanosomatideos e entender o seu papel no estabelecimento do ciclo
bioldgico dos parasitos.

Foram também realizados ensaios de citolocalizacao dessas
duas proteinas para confirmar o padrio de transmembrana das
amastinas de 7. rangeli. Assim como previsto nas analises in silico, no
ensaio de RIFI, utilizando o soro anti-TrAma4 1 os resultados sugerem
a localizacdo transmembranar dessa proteina. Esses resultados
corroboram com os encontrados na literatura, sendo as amastinas
encontradas localizadas na superficie celular tanto para 7. cruzi quanto
para L. major (TEIXEIRA et al., 1994; ROCHETTE et al., 2005;
CRUZ et al., 2012; KANGUSSU-MARCOLINO ET AL., 2013).

Para tentar compreender melhor a dinamica da infec¢do in vivo
do T. rangeli e também das amastinas, foram desenvolvidas linhagens
de parasitos expressando diferentes amastinas: uma linhagem
superexpressando uma de o-amastina de 7. rangeli (Tr AMATR),

quatro linhagens expressando heterologamente amastinas de 7. cruzi,
sendo duas B-amastinas (Tr AMA390 e Tr AMA394) e duas o-



amastinas (Tr AMA40 e Tr AMAF) todas fusionadas com a proteina
verde fluorescente GFP.

Os parasitos foram entdo transfectados e, para confirmar a
expressao foram realizados ensaios de Citometria de fluxo e Western
blot. Através da Citometria de fluxo pudemos observar que mais de
95% dos parasitos de todas as linhagens estavam expressando a
fluorescéncia. J& quando esses parasitos foram testados
especificamente para a expressao da GFP através do Western blot,
observamos resultado positivo apenas para a linhagem: Tr AMAF.
Kangussu-Marcolino e colaboradores (2013) obtiveram sucesso na
identificacdo da expressdo dessas proteinas fusionadas em 7. cruzi
atraveés da mesma técnica de Western blot, utilizando o anticorpo anti-
GFP. Entretanto, Paiva et al. (2015) n3o conseguiram padronizar
ensaios de expressao de a-amastinas fusionadas com GFP através de
Western blot. Através da tentativa de amplificacdo da GFP por qPCR,
Nascimento e colaboradores, em 2015, observaram diferencas
significativas na sequéncia da proteina GFP dependendo do vetor de
expressao utilizado, que nao permitiram que o iniciador desenhado para
uma sequéncia de GFP amplificasse uma sequéncia de e-GFP.

Devido a isso, nos baseamos na fluorescéncia emitida pelo
parasito quando observado através de microscopio de fluorescéncia, e,
verificamos que existem distintos padrdes de fluorescéncia para
linhagem de parasito transfectado. Esses dados corroboram com os
achados prévios de Kangussu-Marcolino e colaboradores (2013). Para
as linhagens Tr AMAF, Tr AMA390 ¢ Tr AMA394 foi possivel
observar que a fluorescéncia distribui-se ao longo de todo o parasito.
Enquanto isso a linhagem Tr AMA40 apresentou distribuicao
diferenciada em forma de vesiculas ao longo do citoplasma do parasito.
Segundo Kangussu-Marcolino e colaboradores (2013) que
superexpressaram estas mesmas amastinas em 7. cruzi essa localizagao
topoldgica diferenciada da AMA40 das demais pode ser devido a
presenca de uma cauda C-terminal hidrofilica.

Assim, foram realizados ensaios in vivo com camundongos
Balb/C infectados com as diferentes linhagens transfectadas de T.
rangeli, tendo como controle a cepa Choachi selvagem. Inicialmente
observamos a evolucdo da curva de parasitemia, e, observamos
diferenga em relacdo a cepa selvagem apenas na evolu¢ao da infecg¢ao
das linhagens Tr AMA40, Tr AMAF e Tr AMA390, que
apresentaram pelo menos um log de diferenca na contagem de parasitos
sanguineos, ndo sendo essas diferencas estatisticamente significativas.
Através da andlise dos parametros: porcentagem de exame de sangue a



fresco positivo, periodo patente, pico maximo de parasitemia, dia de
pico maximo e porcentagem de PCR positivo também ndo houveram
diferencas entre as linhagens transfectadas e a parental.

Schlindwein e colaboradores (2014), realizaram ensaios in vivo
com parasitos superexpressando a proteina gp82, e, observaram para a
curva de parasitemia diferencas estatisticamente significativa entre o
numero de parasitos circulantes entre a linhagem transfectada e a
selvagem. Mesmo com esses resultados, ndo consideraram que houve
uma multiplicacdo dos parasitos dentro do hospedeiro mamifero.
Nascimento e colaboradores, em 2015, realizaram a transfeccao de
diferentes cepas de T. rangeli e T. cruzi com plasmideos contendo os
genes reporters GFP e RFP, e avaliaram a dinamica da evolucdo da
infeccdo dessas cepas em camundongos. Para as cepas 7. rangeli
Choachi RFP e para 7. cruzi Y GFP a manipulagdo génica realizada
pelo processo de transfeccdo ndao causou alteracdes relacionadas a
infectividade das mesmas, ja a cepa de 7. rangeli SC58 RFP apresentou
diferencas estatisticamente significativas em relacdo a cepa parental
referente a quantidade de parasitos circulantes na corrente sanguinea
dos animais analisados.

Ao contrério do T. cruzi, até o presente momento, nao existem
estudos que mostrem que o 7. rangeli seja patogénico para o
hospedeiro mamifero, além de tudo, ndo € possivel inferir que exista a
multiplicacdo dos parasitos no interior deste hospedeiro (HERBIG-
SANDREUTER, 1955; CUBA CUBA, 1998). Baseando nos achados
obtidos através da deteccao do DNA de T. rangeli em sangue e 6rgaos
de camundongos infectados com a cepa selvagem e as cepas
transfectadas foi possivel observar alta positividade para as amostras de
sangue ¢ tecido coletada desses animais. J& para as andlises
histopatologicas, foi possivel observar alteragdo no tecido adiposo
coletado dos camundongos infectados com as seguintes linhagens:
Tr AMA40, Tr AMAF e Tr AMA394. Para Tr AMAA40 foi possivel
observar extravasamento de tecido adiposo no 5° dpi, enquanto que para
Tr AMAF e Tr AMA394 essas alteragdes foram observadas nos
orgdos coletados no 15° dpi. Com base nesses resultados obtidos,
observamos entdo que nao ocorreram diferencas significativas na
evolucdo da infecgdo experimental em camundongos infectados com
cepas de 7. rangeli expressando diferentes amastinas de 7. cruzi e
superexpressando uma amastina homologa. E claro que, para que o T.
rangeli consiga estabelecer a infeccdo no hospedeiro mamifero uma
grande variedade de proteinas e sinalizagdes celulares precisam estar
envolvidas no processo. Um achado importante encontrado nas analises



histopatologicas, que foi a presenca de processo inflamatorio no tecido
adiposo reforcam a idéia de que mais estudos acerca da evolugdo da
infeccao in vivo em mamifero por 7. rangeli sdo necessarios.

Existem alguns estudos antigos que sugerem uma possivel
multiplicacdo de até sete vezes do inoculo inicial de parasitos na
corrente sanguinea de camundongos, ou entdo a presenca de
amastigotas em analises teciduais de tecidos coletados de animais
infectados pela cepa Perro-82 (URDANETA-MORALES e TEJERO,
1985). Esses dados nunca foram reproduzidos e permanecem
desacreditados, e por isso sdo necessarios diversos estudos acerca da
interacao parasito/mamifero para 7. rangeli.



4 — CONCLUSOES

e Foram encontradas no genoma hapoide do 7. rangeli 21 copias
dos genes que codificam para as proteinas amastinas, sendo 17
encontram-se integros e quatro foram considerados pseudogenes;

e (Quando classificadas em subfamilias, as amastinas de 7. rangeli
foram classificadas como: a, B e 0-amastinas, sendo que das
quatro amastinas foram consideradas como pseudogenes, duas
pertencendo a subfamilia f e duas a subfamilia 6, ¢ as o-
amastinas de 7. rangeli encontram-se intercaladas com genes
codificantes para tuzinas no genoma do parasito;

¢ (Quando analisadas estruturalmente, foi observada na sequéncia
aminoacidica das amastinas de 7. rangeli a presenga de quatro
regioes transmembranares ¢ também da por¢do extracelular
hidrofilica denominada de amastina, embora que para os
pseudogenes, a regido c-terminal onde encontram-se presentes as
duas ultimas regides transmembrana localizam-se depois do
codon de parada;

e Atraves da andlise dos niveis de transcritos de duas amastinas de
T. rangeli foi possivel observar uma diferen¢a entre as formas
evolutivas do parasito analisadas, sendo maior para
epimastigotas do que para tripomastigotas;

e Quando foi observado o nivel de expressao proteica através do
Western blot nao foi verificada diferenca entre as formas
evolutivas epimastigotas e tripomastigotas para a amastina
TrAma4 1 de T. rangeli; ndo foi observada expressdo proteica
para a amastina de 7. rangeli codificada pelo pseudogene
TrAma7 1; e, ndo foi possivel relacionar que a producao de
niveis de transcritos e de expressao proteica das amastinas de T.
rangeli seja estagio especifica;

e Com base nos dados preliminares gerados por este trabalho,
podemos constatar também que nado existe relacdo entre
quantidade de transcritos e proteina expressa entre os genes de
amastinas para 7. rangeli,



e Os resultados dos experimentos in vivo mostraram que nao
houveram diferencas na evolugdo da infec¢do experimental em
camundongos da cepa selvagem para as cepas transfectados nos
diferentes pardmetros avaliados ao longo do curso da infecgao.



Capitulo 2:

Andlises in silico, niveis de transcritos ¢ expressao da tuzina de 7.
rangeli



1- JUSTIFICATIVA

Em 1995, Teixeira e colaboradores iniciaram estudos acerca da
tuzina de 7. cruzi e sua associagdo com as amastinas, nos quais
identificaram a mesma estruturalmente e relataram sua organizagdo e
localizagdo genomica. Até o presente momento pouco se sabe a respeito
da fung¢do dessa proteina.

Genes de tuzina encontram-se presente em todos os
tripanosomatideos, usualmente com um perfil multicopias, estando
intercalada no genoma com genes de d-amastinas. Uma curiosidade, € que
mesmo o 7. brucei, que ndo tem essa subfamilia de amastina ainda
apresenta a tuzina. Essa informacdo € importante a fim de ajudar no
esclarecimento da funcao dessa proteina e numa possivel dissociacao da
mesma com as amastinas. Em 2014, Lakshmi e colaboradores
propuseram a tuzina como um forte candidato a vacinacdo contra
leishmaniose visceral causada pela L. donovani. Apesar de ser
considerado um estudo inicial de triagem, o mesmo pode ser considerado
um importante fator a ser considerado em futuros estudos acerca de um
melhor entendimento acerca da fungdo dessa proteina.

Devido a estas questdes ainda em aberto, resolvemos iniciar
estudos acerca das tuzinas de 7. rangeli ¢ os dados que seguem a seguir
sdo os primeiros a serem documentados em literatura.



2 —RESULTADOS

2.1 Conservacido, estrutura e organizacio gendOmica da
Tuzina de 7. rangeli.

Embora previamente identificadas por Stoco et al. (2014), a
busca por sequéncias génicas correspondentes a possiveis copias de
tuzina foi novamente realizada nos bancos de dados gendmicos das
cepas Choachi e SC58 de T. rangeli incluindo os dados gerados na
plataforma Illumina HiSeq e PacBio em colaboracio do laboratério do
Dr. Bjorn Andersson do Karolinska Institutet. A partir desta busca foi
identificada uma unica ORF correspondente ao gene da tuzina. Essa
sequéncia apresentou a maior similaridade com uma tuzina de 7. cruzi
(TcCLB.507485.140) com 92% de identidade.

Em relacdo a sequéncia de 7. rangeli disponivel nos bancos de
dados publicos (TriTrypDB - TRSC58 04224) a sequéncia agora
encontrada como tuzina apresenta uma adi¢do na por¢ao N-terminal
correspondente a identificacao do correto codon de iniciagao.

A proteina predita de 7. rangeli apresenta 447 aa e diversas
caracteristicas compartilhadas com a sequéncias do gene ortélogo em 7.
cruzi, incluindo a presenga do dominio PTZ00202 ¢ AAA ATPase
(Figura 29) e a presen¢a de uma regido transmembrana caracterizando-
se como uma proteina de membrana (Figura 30). Tanto para 7. rangeli
quanto para 7. cruzi esta proteina mantém uma por¢do N-terminal
citoplasmatica e uma grande por¢do C-terminal extra-celular ("350aa).

PTZ200202

PT200202 superfamily
Figura 29: Dominios conservados encontrados na sequéncia predita de
aminoacidos da tuzina de Trypanosoma rangeli. PTZ00202 referente ao
dominio denominado de Tuzin, Provisional ¢ AAA ATPase referente a
familia de dominios que contém um motivo P-loop que ¢ caracteristico da
superfamilia AAA.
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Figura 30: Predicao de possiveis regides transmembranas (vermelho) da
tuzina de Trypanosoma rangeli utilizando o programa TMHMM Server v.
2.0 do pacote Expasy. Provaveis regioes extracelulares estdo
demonstradas em rosa e intracelulares em azul.

Embora os genes que codificam para tuzinas sejam encontrados
em B. saltans, em diversos tripanosomatideos monoxénicos ¢
heteroxénicos ha uma grande diferenca em relagdo ao nimero de genes
e distrubuicao nos genomas. Uma vez que ha uma grande expansao deste
gene sobretudo em Leishmania sp. (>30 genes), havendo uma grande
variacao entre as sequéncias decidiu-se realizar as analises comparativas
somente em relacdo as tuzinas identificadas em parasitos do género
Trypanosoma pertencentes ao grupo de ortdlogos OG5 138994,
utilizando a sequéncia ortdloga de L. major e B. saltans para comparacao
e grupo externo. No quadro 2 estdo relacionados os genes de tuzina de
diferentes espécies do género Trypanosoma, bem como as principais
caracteristicas incluindo tamanho, ponto isolétrico (pl) e valores de
similaridade com a sequéncia de 7. rangeli.



Quadro 2: Caracteristicas gerais das sequéncias de tuzinas de
Trypanosoma sp. MW- massa molecular; pl — ponto isoelétrico. As
sequéncias em vermelho correspondem a sequéncias parciais e algumas

. ~ . A .
andlises ndo foram realizadas para estas sequéncias.

Nimero Espécie Anotagdo pb [ aa [ MW@EDa)| pl&edrico Identld?deﬂ Sinal@

Acesso Tr_Tuzina enderecamento
Tr_Tuzin Trypanosoma@angeli®C58 tuzin 1341 447 51291 9,07 Nao
DQ04_00501070 TrypanosomalErayiZANR4 tuzin 1965| 655 7273 8,73 85,01 Nado
ORC93506 Trypanosomalheileri tuzin 2046 682| 75347 8,78 86,13 Mitocondrial
Th427.04.3390 Trypanosomabbruceitlister@27 tuzin,Butative 2025| 675 74165 8,03 83,23 Mitocondrial
Tb927.4.3390 TrypanosomabbruceifbruceifTREU927 tuzin,Butative 2025 675| 74719 8,17 82,77 Mitocondrial
Tbg972.4.3400 Trypanosomabbrucei®ambiense@AL972 tuzin,Butative 2025| 675 74719 8,17 82,77 Mitocondrial
TevSTIB805.4.3480 |Trypanosoma@vansiBTIBB0S tuzin,@utative 2025| 675 74179 8,17 82,77 Mitocondrial
TvY486_0403190 Trypanosoma@®ivax®¥486 tuzin,Butative,Afragment) 1323| 441
TvY486_0403200 Trypanosoma®ivax¥486 tuzin,Butative,@fragment) 639| 213
TclL3000_4_3100 |TrypanosomaongolensedL3000 tuzin,Butative 1128| 376 42901 8,47 79,79 Nao
TcCLB.507485.120@ | TrypanosomaruzilLBrener@Esmeraldo-like |tuzin 1341| 447 51409 9,01 90,96 Nio
TcCLB.506437.20 Trypanosoma@ruzilLBrener@Non-Esmeraldojtuzin,Butative 1341| 447 51441 8,89 91,28 Ndo
TcCLB.509289.20 Trypanosoma@ruziLBrener@Non-Esmeraldojtuzin,Butative 1341| 447 51479 9,02 91,5 Ndo
TcCLB.507485.140 |TrypanosomaruziL@BrenerEsmeraldo-like |tuzindfragment) 1341| 447 51409 9,01 91,72 Ndo
TcCLB.509289.5 TrypanosomalruzifLBrenerfNon-Esmeraldoftuzin@fragment) 1401| 467
TcCLB.507485.159 |TrypanosomaruziL@Brener@Esmeraldo-like |tuzindfragment) 489( 163
TcCLB.507739.130 |TrypanosomaruziLBrener@Esmeraldo-like |tuzindfragment) 555| 185
TcCLB.506437.40[ |TrypanosomaruzilL@BreneriNon-Esmeraldojtuzindfragment) 663| 221
TcCLB.511071.45F |TrypanosomaruziL@Brener@Esmeraldo-likel tuzin-likefpseudogene),@utative | 1224| 408
TcCLB.511903.45 Trypanosoma@ruziLBrener@Esmeraldo-like |tuzin-likedpseudogene),Butative | 1377 459
TcSYL_0195710 Trypanosomal@ruziBylvioX10/1 unspecified@roduct 444 148
TcSYL_0195720 Trypanosomal@ruziBylvioX10/1 unspecified@roduct 675| 225
TcSYL_0195730 Trypanosomal@ruziBylvioX10/1 unspecified@roduct 579| 193
TcSYL_0195770 Trypanosomal@ruziBylvioX10/1 unspecified@®roduct 1341| 447| 51336 8,99 91,28 Nao
TcSYL_0195790 Trypanosomal@ruziBylvioX10/1 unspecified@roduct 354| 118
TcSYL_0195800 Trypanosomal@ruziBylvioX10/1 unspecified@roduct 675| 225
TcSYL_0195810 Trypanosomal@ruziBylvioX10/1 unspecified@roduct 432 144
Tc_MARK_2657 Trypanosoma@ruziinarinkelleiBtrain@B7 tuzin 990| 330 38048 9,83 91,82 Ndo
Tc_MARK_8720 Trypanosomal@ruzi@narinkelleitrain@B7 tuzin,Butative 579| 193
Tc_MARK_8798 Trypanosomal@ruziinarinkelleiBtrain@B7 tuzin,Butative 1542| 514
Tc_MARK_9538 Trypanosomal@ruzinarinkelleiBtrain@B7 tuzin,Butative 660| 220
LmjF.34.2800 Leishmania@najor&trainfriedlin tuzin,Butative 1893| 630 69544 9,53 56 Mitocondrial
CUG66980 BodoRBaltans tuzin,Butative 1941| 647 71712 8,91 61,12 Mitocondrial

As sequéncias de aminoacidos de todas as espécies listadas no
quadro acima foram alinhadas sendo possivel identificar uma grande
similaridade entre as tuzinas de todas as espécies (Figura 31). A maior
variabilibade esta associada a regido N-terminal, que € maior em algumas
espécies, nas quais foi encontrado um sinal de enderecamento
mitocondrial conforme apresentado no quadro 2.
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Figura 31: Alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas de
Tuzina. Em preto estdo destacados os aminoacidos idénticos presentes na
maioria das sequéncias listadas, sendo o * correspondente a 100% das
sequéncias possuindo o0 mesmo aminoacido em uma dada posi¢do. Os
aminoacidos conservados estdo representados por: na sequéncia
consenso. Identificagdo das sequéncias pelo numero de acesso no
GenBank ou TriTrypDB. LmjF- Leishmania major; CUG- Bodo saltans;
Tb- Trypanosoma brucei; Tbg- Trypanosoma brucei gambiense; Tev-
Trypanosoma evansi; DQ04- Trypanosoma grayi; ORC- Trypanosoma
theileri; TcCLB- Trypanosoma cruzi CL Brener; TcSYL- T. cruzi Sylvio;
Tc MARK- T. cruzi marinkellei; Tr — Trypanosoma rangell.

Com o objetivo de realizar uma analise filogenética para as
tuzinas das diferentes espécies, a partir deste alinhamento inicial foi
realizada a reconstru¢ao de uma arvore filogeneética (Figura 32). A arvore
filogenética demonstra uma separacao clara das sequéncias de 7. cruzi e
um agrupamento destas sequéncias com a tuzina de 7. rangeli (com valor
de bootstrap igual a 100). Além destes clados ¢ possivel observar um
grupo formado pelos parasitos 7. brucei, T. brucei gambiense e T. evansi.
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Figura 32: Analise filogenética das sequéncias de aminodcidos das
tuzinas de espécies do género Trypanosoma. O alinhamento das
sequéncias foi realizado pelo programa Clustal Omega e a historia
evolutiva foi inferida pelo método de Maxima Verossimelhanca usando o
MEGA versao 6.0. A filogenia foi construida usando o modelo de
substituicao de aminoacidos JTT+G. A arvore foi desenhada em escala,
com o tamanho dos ramos relacionado ao nimero de substituigdes por
sitio. A analise utilizou 17 sequéncias completas de tuzinas. Porcentagens
de bootstrap estdo apontadas préximo aos ramos, € correspondem a
porcentagem da de arvores nas quais os taxons foram agrupados (1.000
replicatas). As sequéncias de Bodo saltans e Leishmania major foram
incluidas para fins de resolugdo da arvore.

2.2 Analise dos niveis de transcritos da tuzina de 7. rangeli
e de 7. cruzi nos diferentes estagios evolutivos dos parasitos.

Com o intuito de entender a expressao das tuzinas, buscamos
determinar a geracdo de transcritos e verificar se havia relacdo destes
niveis de RNAm nas diferentes fases do ciclo evolutivo do parasito.
Para tanto, foram desenhados iniciadores especificos para os genes de
tuzina de 7. rangeli e T. cruzi, os quais foram avaliados de forma
qualitativa através de uma PCR convencional. Esta andlise permitiu
observar a amplificacdo especifica em duas diferentes temperaturas de
ligacdo dos iniciadores (60 ¢ 62 °C) para os fragmentos do gene da
tuzina de ambas espécies. Em todos os produtos amplificados € possivel
observar a auséncia de dimeros.



Com a padronizac¢do das reagdes de qPCR foi observado um
valor referente a eficiéncia média da reacao para cada par de iniciadores,
sendo de 93% para o gene tuzina de 7. rangeli e de 94% para T. cruzi,
conforme Pfaffl (2004). Na figura 33, estdo mostradas as curvas de
dissociagao, de amplificacdo e a curva padrdo gerada para o calculo de
eficiéncia da amplificacdo dos genes de tuzina de 7. rangeli e T. cruzi.
Através das curvas de dissociacdo € possivel observar a especificidade
dos iniciadores especificos para 7. rangeli e T. cruzi. Para quantificagao
final foi utilizado como normalizador o gene de referéncia GAPDH,
especifico para T. rangeli e para T. cruzi. Para controle de contaminagao,
o ensaio de qPCR contou com a presenga de um controle negativo para
cada par de iniciadores.
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Figura 33: Padronizacdo da PCR em tempo real para quantificacao dos
niveis de transcritos de tuzina em diferentes formas evolutivas de
Trypanosoma rangeli € Trypanosoma cruzi. Curvas de dissociacdo do
gene tuzina de 7. rangeli com pico em torno de 83 °C (A) e do gene tuzina
de T. cruzi com pico em torno de 85,5°C (D). Curvas padrao geradas a
partir da regido linear de cada curva de amplificagdo de 7. rangeli (B) e
T. cruzi (E). Curvas de amplificacdo para o gene de 7. rangeli (C) e T.
cruzi (F) demonstrando amplificagdo nas dilui¢des seriadas do cDNA.

Novamente a eficiéncia das reacOes utilizando esses iniciadores
foi similar (diferenca menor que 10%) a eficiéncia dos genes de referéncia
para T. rangeli e para T. cruzi. Desta forma, os niveis de expressao génica
foram calculados a partir dos valores de 2-A€9 g partir de trés replicatas
biologicas dos diferentes estagios evolutivos de 7. rangeli e de T. cruzi.
De forma geral foi possivel observar diferenca dos niveis de transcritos
da Tc TUZINA e Tr TUZINA nas diferentes formas evolutivas
analisadas (Figura 34). Pode-se observar diferentes niveis de transcritos
de tuzina entre as formas epimastigotas e tripomastigotas de cultura de 7.
rangeli, sendo essa diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001).
Para o T. cruzi houve diferenca significativa somente entre as formas
amastigotas e epimastigotas (p < 0,05).
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Figura 34: Niveis de RNAm de tuzina em diferentes formas biologicas
de (A) Trypanosoma rangeli (Tr TUZINA) e (B) Trypanosoma cruzi
(Tc_TUZINA). Foram analisadas formas epimastigotas (EPI),
tripomastigotas (TRIPO) e amastigotas (AMA) utilizando como
referéncia a média geométrica dos genes GAPDH e RNA60s. Os dados
foram obtidos por ensaio de qPCR e representam a média e o desvio
padrao de trés experimentos independentes, realizados em triplicata. O
sinal * indica diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) utilizando
o teste ANOVA de uma direcdo seguida pelo teste de comparagdo
multipla Tukey.

Com base nestes resultados, para entender melhor a expressao
desses genes e sua relagdo com o comportamento do parasito nos
diferentes estagios evolutivos sdo necessarios estudos acerca dos niveis
de expressao dos mesmos.

2.3 Analise dos niveis de expressao proteica da tuzina de 7.
rangeli e T. cruzi nos diferentes estagios evolutivos do parasito.

Para realizar a  expressdo heterdloga da proteina
recombinante tuzina de 7. rangeli, denominada de: rTrSc_Tuzina
foram desenhados e testados os iniciadores para a amplificagao do gene
em questdo. Para iniciar o teste de expressdao heterdloga das
proteinas recombinantes, o plasmideo contendo o gene TrSc_Tuzina
foi inserido em células E. coli BL21(DE3) e a expressao da proteina
recombinate testada em diferentes condigdes. Nao foi possivel
identificar a presenca de banda proteica proeminente no tamanho
esperado tanto em gel corado com Azul de comassie quanto em
Western blot visando a detec¢ao da cauda de histidinas (dados nao
mostrados).

ApOs testar a expressao proteica em diferentes condicdes, foi
possivel observar a expressao heterdloga da rTrSc Tuzina em duas



linhagens diferentes de E. coli BI21(DE3): pLysS e codon plus (Figura
35). Conforme observado, ocorreu expressdo da rTrSc Tuzina com
tamanho equivalente ao predito de £ 50 kDa na bactéria BI121(DE3)
pLysS em todas as concentragdes do indutor IPTG (0,15; 0,25 ¢ 0,5
mM) e em todas as condigdes de tempo e temperatura pre-
estabelecidas. Na concentracao de 0,15 mM de IPTG ocorreu uma
maior expressdo a 27 e 37°C nos tempos 3 e 6 horas. Para as
concentragdes de IPTG de 0,25 e 0,5 mM, ¢é possivel observar a
expressdo da proteina recombinante, especialmente a 27°C.

A expressdo heter6loga da proteina recombinante
rTcSc_Tuzina em E. coli BL21(DE3) c6don plus ocorreu em todas as
concentracdes do indutor e em todas as condi¢des pré-estabelecidas.
Através das bandas presentes no gel SDS-PAGE e no Western blot,
verifica-se uma maior expressao quando comparadas a expressao de
proteinas da propria bactéria.
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Figura 35: Teste de expressdao da rTrSc_Tuzina em Escherichia coli
BI21(DE3) pLys S (1) e E. coli BI21(DE3) c6don plus (2) em diferentes
temperaturas e concentracoes de IPTG. A e B) [0,15] IPTG; C e D)
[0,25] IPTG; E e F) [0,5] IPTG. Em A, C ¢ E sdo imagens referente a
resolucdo das amostras em SDS-PAGE posteriormente coradas com
azul de comassie R250 e B, D e F imagens referentes ao Western blot
utilizando o anticorpo anti-Histag. P - Padrdo de peso molecular:
Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad), CNI: controle nao
induzido e ON: “overnight”.

Foram entdo selecionadas para as duas linhagens de E. coli as
condi¢des mais favoraveis de expressao heterdloga para realizar o teste
de solubilidade da proteina recombinante. Na Figura 36, encontram-se os
testes que permitiram determinar as condi¢des ideais de expressao.
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Figura 36: Teste de solubilidade da rTrSc Tuzina expressa em
Escherichia coli BL21(DE3) (A) cdédon plus e (B) plysS, em trés
diferentes concentracdoes de IPTG [0,15; 0,25 e 0,5 e diferentes
temperaturas ¢ tempos de indug¢do. P - Padrao de peso molecular:
Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad), CNI: controle nao
induzido e ON: “overnight”.

Na figura 37, € possivel observar que em todas as condi¢oes
testadas houve uma acentuada expressao da proteina na fracdo insolavel.
Somente para a linhagem BI21(DE3) co6don plus identificou-se
visualmente uma pequena quantidade da proteina na fracdo soluvel da
bactéria. Visando a purificagdo da fracdo solavel foi realizada nova
expressdo da rTrSc Tuzina, em um volume maior de cultura nas
seguintes condig¢des: indugao da expressao com 0,15 mM IPTG, a 27°C
por 6 horas em agitacdo de 150 RPM. Na figura 37A, podemos observar
o gel de SDS-PAGE ¢ o Western blot, da purificagdo a partir da fragao
soluvel da bactéria. Fica evidente na imagem que, durante as etapas da
purificacao grande quantidade da proteina ndo se ligou a resina e somente
proteinas nao relacionadas foram eluidas.

Como a purificagdo da proteina na fragao soluvel nao foi possivel
nessas condi¢des, foi realizado novo crescimento bacteriano, com as
mesmas condi¢des para a purificacao na fragcdo insoltivel. Na figura 37B
estdo presentes todas as etapas da segunda purificacdo realizada e a



eluicao final, na qual € possivel observar a presen¢a da proteina purificada
e pouca presenca de proteinas inespecificas.
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Figura 37: Etapas da purificagdo da rTrSc_Tuzina por cromatografia
de afinidade. A e B): Purificacao da fracao soluvel da bactéria e C e D:
Purificacdo da fracdo insolivel da bactéria. Sendo, A e C: Gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12 % corado com Coomassie blue. B e D:
Western blot utilizando anticorpo monoclonal anti-HiseTag®. P -
Padrao de peso molecular: Protein Precision Plus Dual Color (Bio-Rad)

Lisado bacteriano: L; Flow Through: FT — proteinas que nao aderiram a
resina; Lavagens: L1, L2, L3 e L4; Elui¢gdes (E1, E2, E3, E4 ¢ ES).

Apo6s a purificagdo da recombinante foram entdo imunizados
camundongos Balb/C com o objetivo de verificar a expressao da tuzina
em epimastigotas e tripomastigotas de cultura de 7. rangeli e T. cruzi.
Conforme observa-se na figura 38 o soro anti- rTrSc_Tuzina revelou
uma banda unica de aproximadamente 50 kDa (Figura 38A), e nao
mostrou especificidade para T. rangeli, sendo possivel observar a
deteccdo de uma proteina de mesmo tamanho nos extratos proteicos de
T. cruzi. Quando foram avaliados os niveis de transcritos da tuzina nas
diferentes formas evolutivas desses parasitos observamos diferencas
estatisticamente significativas na abundancia de RNAm desses
parasitos, entretanto a expressao proteica nao foi distinta entre as formas
biologicas apds quantificacdo das bandas através do software Imagel®,
e normalizagdo pela expressido da § — tubulina (Figura 38B).
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Figura 38: (A) Western blot utilizando o antissoro anti-TrTuzina em
extratos proteicos totais de epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos
de cultura de T. rangeli e T. cruzi, e (B) quantificagdo da expressao da
Tr TUZINA e Tc_ TUZINA em diferentes formas evolutivas do parasito
(ImageJ®). E: epimastigota, T: tripomastigota.

2.4 Ensaio de citolocalizacao da tuzina de 7. rangeli.

A avaliagdo da localizagdo celular da tuzina em formas
epimastigotas e tripomastigotas de 7. rangeli por imunofluorescéncia
indireta utilizando o soro anti-TrTuzina revelou uma fluorescéncia difusa
por todo o corpo celular do parasito, independentemente da forma
analisada ter sido permeabilizadas ou nao, sugerindo uma localizacao
celular tanto no citoplasma quanto na membrana (Figura 39), ndo sendo
possivel confirmar os achados in silico que apontavam a citolocalizagdo
predita para membrana.
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Figura 39: Citolocalizacdo da tuzina em formas epimastigotas e tripomastigotas 7Trypanosoma rangeli por
imunofluorescéncia utilizando o soro anti-TrTuzina. A barra corresponde a 10 um.



3 —DISCUSSAO

Diferentes genes de 7. ramgeli, principalmente os que se
localizam na superficie do parasito, estdo envolvidos na interagdao
destes com as c¢lulas hospedeiras, tanto no hospedeiro mamifero
quanto no vetor. Conforme estudo publicado por Lakshmi et al.,
(2014), pelo fato de estimular uma resposta imunogénica a tuzina
pode exercer um papel importante no ciclo bioldgico desses parasitos.
Entretanto, até o presente momento pouco se sabe sobre o papel delas
para os tripanosomatideos de forma geral, e para 7. rangeli os dados
apresentados neste trabalho sdo precursores até o presente momento.

Em 2014, Stoco e colaboradores, publicaram um estudo acerca
do genoma do 7. rangeli, onde de forma inédita para este parasito,
realizaram uma analise completa e detalhada dos genes presentes. Sabe-
se entdo, com base nesses achados, que os genes que codificam para
estas proteinas estdo presentes tanto no 7. rangeli quanto no 7. cruzi,
e com uma quantidade diferente do nimero de cépias entre eles, sendo
que foram identificadas 34 copias no 7. rangeli (cepa SC58) e 83 copias
em 7. cruzi (cepa CL Brener).

Através de novas andlises foi identificada uma Unica ORF
correspondente ao gene da tuzina na versao mais atual do genoma do
T. rangeli. Essa sequéncia apresenta 92% de identidade com uma tuzina
de T. cruzi (cepa CL Brener) - XP_812388. Para confirmar o nimero
de copias presentes no genoma foi entdo realizado um ensaio de qPCR
utilizando como referéncia um gene de copia Unica. Como resultado
final foi entao encontrada apenas uma cdpia de tuzina no genoma do 7.
rangeli. Este gene, codifica entdo uma proteina de 447 aa, com auséncia
de peptideo sinal e de citolocalizagdo predita como transmembrana.

Em 1995, Teixeira e colaboradores identificaram o gene tuzina
de T. cruzi e, ja neste estudo relacionaram o mesmo com as amastinas.
Esta relagdo foi baseada tanto na localizagdo de ambos os genes no
genoma e também com base nos niveis de RNAm produzidos nos
diferentes estdgios evolutivos do parasito. Em 2005, Rochete e
colaboradores, realizaram uma analise aprofundada do genoma de L.
major e L. infantum com o objetivo de iniciar uma identificacdo das
amastinas desses parasitos, €, com isso, observaram a presenca de 25
copias de tuzina em L. major, sendo dessas 21 homologas; e, de forma
similar, essas mesmas caracteristicas foram observadas em L. infantum.
Assim como no 7. cruzi as mesmas encontram-se intercaladas com as
amastinas, e estdo presentes em trés diferentes cromossomos. Em 2010,
Jackson realizou um estudo acerca da classificagdo das amastinas em



subfamilias, relacionando a subfamilia delta (d-amastinas) com a
presenca do gene da tuzina intercalado no genoma. Nesse estudo,
também foi constatado que tanto para 7. brucei quanto para L.
brasiliensis nao foi encontrada na anélise do genoma a presenca de
amastinas da subfamilia delta, mas que as tuzinas ainda encontravam-
se presentes, sugerindo uma possivel perda desse gene de amastina.

Com a analise detalhada in silico do genoma do 7. rangeli,
observamos que o gene da tuzina também encontra-se intercalado com
as d-amastinas, corroborando com a idé¢ia de que as tuzinas estdo
associadas apenas com essa subfamilia de amastinas e que persistiu ao
longo de toda a diversificagdo, o que sugere uma forte ligagdo entre
essas duas familias de genes.

Conforme constatado neste trabalho, as tuzinas de 7. rangeli e de
T. cruzi nao apresentam peptideo sinal e possuem um dominio
transmembranar localizado de forma idéntica nas suas sequéncias
aminoacidicas, este que inicia-se na posi¢cao 105 e possui comprimento
de 22 aminodcidos. Através desta predicdo € possivel observar a
semelhanca entre a topologia dessas proteinas. Devido a esta grande
similaridade de topologia das tuzinas de 7. rangeli e T. cruzi, ¢ possivel
identificar a regido transmembrana e também presenga da familia
ATPase, que esta intimamente associada com uma grande variedade
de sinais celulares. Essa semelhanga entre os genes de tuzina de 7. rangeli
e T. cruzi pode ser observada tambeém filogeneticamente, ja que
encontramos um valor alto de bootstrap na divisdio com os demais
tripanosomatideos analisados. Os resultados de citolocalizagdo
confirmaram os achados encontrados na andlise in silico: apesar da
predi¢do da tuzina ser transmembrana, existe um dominio citoplasmatico
da mesma, o que explica o fato de ter sido observada fluorescéncia tanto
nos parasitos permeabilizados quanto nos ndo-permeabilizados.

Teixeira e colaboradores, em 1999, descreveram que a funcao
principal da tuzina seria apenas fornecer sinais de processamento e
poliadenilacdo para as amastinas, € que esta proteina em si entdo seria
apenas um subproduto desnecessario desta fungdo. Apesar de até o
presente momento, a funcdo exata da mesma nao ter sido estabelecida,
supde-se que a presenga desse dominio seja importante para que a mesma
possa desempenhar uma fungao celular caracteristica.

Conforme descrito previamente na literatura, os niveis de
transcritos de RNAm para a tuzina variam de acordo com a forma
evolutiva em que o parasito se encontra (TEIXEIRA et al., 1999). Para
1sso, foram entdo analisados os dois estagios evolutivos do 7. rangeli
(epimastigotas e tripomastigotas) e foram observadas diferengas nos



niveis de RNAm produzidos entre as duas formas evolutivas analisadas,
sendo possivel observar uma producao de aproximadamente quatro vezes
maior de transcritos em tripomastigotas do que epimastigotas.

Teixeira e colaboradores (1995), avaliaram os niveis de
transcritos de tuzina nos trés estagios evolutivos de 7. cruzi: epimastigota,
amastigota e tripomastigotae constatou que esses niveis de transcritos
eram até 40 vezes maiores para as formas amastigotas do que para as
demais. Quando analisamos os niveis de transcritos de tuzina em 7. cruzi,
observamos que na forma amastigota 0s mesmos estavam em maior
quantidade do que em epimastigotas e tripomastigotas, sendo observada
uma diferenga estatisticamente significativa entre as formas evolutivas
amastigotas e epimastigotas.

E bem definido que para os tripanosomatideos nio existe uma
relacdo direta dos niveis de transcritos com niveis de expressao proteica,
isso ocorre devido a auséncia de um controle especifico durante a
transcrigdo nestes organismos. Sabe-se que a transcri¢do vai formar um
RNA policistronico, este que contém informacdes de diferentes genes,
sem qualquer funcao e expressao relacionadas entre si e que podem, ou
ndo, seguirem para edicdo, ou seja, futuramente serem expressos
(TEIXEIRA, 1998, TEIXEIRA, DAROCHA, 2003). Este tipo de
regulagdo ocorre provavelmente por causa da necessidade de uma rapida
adaptacao dos tripanosomatideos a diferentes ambientes tanto em seus
hospedeiros mamiferos (migra da corrente sanguinea para o tecido)
quanto nos triatomineos (parasitos transitam por diferentes estagios do
sistema gastrico).

Para entender melhor como funciona realmente a expressao da
tuzina em 7. rangeli e constatar se essa diferenca de niveis de transcritos
em epimastigotas e tripomastigos estd relacionado com os niveis de
expressao final dessa proteina, foram realizados ensaios de Western blot
utilizando um soro policlonal anti-Tr_tuzina obtido em nosso laboratdrio.
Tanto para 7. rangeli quanto para os demais tripanosomatideos esses sao
os primeiros dados referente a expressao proteica da tuzina. Como o soro
policlonal anti-Tr Tuzina gerado nao foi especifico para a proteina de T.
rangeli, ou seja, quanto testado o mesmo em extratos de 7. cruzi foi
observado resultado positivo quanto a ligagdo do soro policlonal anti-
Tr Tuzina. Essa falta de especificidade nos proporcionou elucidar tanto
para T. rangeli quanto para T. cruzi, se os niveis de produ¢do de RNAm
para tuzina nas diferentes formas evolutivas destes parasitos ¢
diretamente proporcional aos niveis de expressao proteica final da tuzina.

Previamente, em parasitos na forma evolutiva de amastigotas,
através de um inibidor de sintese proteica, a cicloheximida, Teixeira e



colaboradores (1995), observaram que ao mesmo tempo em que os niveis
de transcritos de tuzina aumentaram cerca de sete vezes, os niveis de
transcritos de amastinas sofreram uma diminui¢do em aproximadamente
trés vezes, o que ja sugeria uma regulagcdo independente da produgdo de
niveis de transcritos desses dois genes. Resultados de um estudo
publicado por Teixeira e colaboradores, em 1999, sugerem que a
expressdo do gene de tuzina seja postranscricionalmente suprimida por
um processamento ineficiente de RNA ou por uma dificuldade em iniciar
a tradugdo, resultando em baixo nivel de expressao das tuzinas.

Com base no ensaio de Western blot realizado podemos constatar
que ndo houveram diferencas de niveis de expressao proteica para tuzina,
tanto de 7. rangeli quanto de 7. cruzi para epimastigotas e
tripomastigotas. Diferente do que anteriormente havia sido encontrado
para os niveis de producgdo de transcritos da tuzina, onde foi possivel
observar diferenga entre os diferentes estagios evolutivos do parasito.
Ainda sdo necessarios estudos acerca da expressdo dessa proteina, tanto
em 7. rangeli quanto em 7. cruzi, principalmente para elucidar se as
mesmas estao intimamente relacionadas com as d-amastinas, € se o nivel
de expressado proteica desses dois genes funciona de forma semelhante ou
independente, e também se funcionalmente as tuzinas trabalham apenas
para fornecer sinais de processamento e poliadenilacdo para as amastinas,
ou se desempenham algum papel importante de sinalizacao celular.



4 — CONCLUSOES

e O Trypanosoma rangeli possui uma copia do gene que codifica
para proteina tuzina em seu genoma e possui todos os dominios
conservados caracteristicos, e, assim como nos demais
tripanosomatideos encontra-se intercaladas com amastinas da
subfamilia delta (6-amastinas);

e O gene da tuzina possui 1429 pares de bases e codifica uma
proteina de 447 aminoacidos, de peso molecular de
aproximadamente 50 kDa, sendo possivel observar presenga do
dominio ATPase, assim como para tuzina de 7. cruzi;

e A citolocalizagdo predita indicou a posicdo de regidao
transmembrana pra proteina tuzina de 7. rangeli, através da
identificacdo da presenca de dominios de regido transmembrana;

e Através da analise dos niveis de transcritos da tuzina de T.
rangeli fol maior para tripomastigotas que para epimastigotas,
quando foi observado o nivel de expressdao proteica ndo foi
verificada diferenca entre as formas evolutivas epimastigotas e
tripomastigotas de 7. rangeli, sendo assim, ndo ¢ possivel
relacionar que a produgao de niveis de transcritos e de expressao
proteica da tuzina de 7. rangeli seja estagio especifica;

e Com base nos dados preliminares gerados por este trabalho,
podemos constatar também que nao existe relacdo entre
quantidade de transcritos e proteina expressa entre os genes de
amastinas e tuzina para 7. rangeli.
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Anexo 1: Alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas das a-
amastinas de tripanosomatideos. Em preto estdo destacados os aminoacidos
idénticos presentes na maioria das sequéncias listadas. Os aminoacidos
similares estdo representados em cinza. Em vermelho encontra-se a regido de
assinatura das amastinas. A identificacao das sequéncias ¢ pelo nimero de
acesso no TriTrypDB ou descritas no trabalho de Jacson, 2010. Crithidia-
Crithidia fasciculata; LmjF- Leishmania major; Lin)- Leishmania infantum;

ANEXOS

Tb- Trypanosoma brucei; Tr — Trypanosoma rangeli.
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Anexo 2: Alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas das B1/2 -
amastinas de tripanosomatideos. Em preto estdo destacados os aminoacidos
idénticos presentes na maioria das sequéncias listadas. Os aminoacidos
similares estao representados em cinza. Em vermelho encontra-se a regido de
assinatura das amastinas. A identificagdo das sequéncias ¢ pelo numero de
acesso no TriTrypDB ou descritas no trabalho de Jacson, 2010. Crithidia-
Crithidia fasciculata; LmjF- Leishmania major; Lin)- Leishmania infantum;
TcCLB- Trypanosoma cruzi CL Brener; Tr — Trypanosoma rangeli.
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Anexo 3: Alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas das pod -
amastinas de tripanosomatideos. Em preto estdo destacados os aminoacidos
idénticos presentes na maioria das sequéncias listadas. Os aminoacidos
similares estao representados em cinza. Em vermelho encontra-se a regido de
assinatura das amastinas. A identificacdo das sequéncias ¢ pelo nimero de
acesso no TriTrypDB ou descritas no trabalho de Jacson, 2010. Crithidia-
Crithidia fasciculata; LmjF- Leishmania major; Lin)- Leishmania infantum;

TcCLB-

Trypanosoma cruzi CL Brener; Tr — Trypanosoma rangell.

10 40 50 70 80 90 100
| PRI R R | I e N I I O I |

TrAma5_1 ----¥GKAEA NNSA-RVRNS Q--KTLRALI HGTKY-PPKD IFVASPTLVK CLGAREAFVH ISIRVLLTRW
TrAma5_2 ----IYGKAleA NNSA-RVRNS Q--KTLRALI HDVLA-PPKD IFVAMPTLVK CLGAEAFVM ISIRVLLTLWV
TcCLB.507485.150 —==-ESKI DQFRTKEKKA T--GNTPOIT MKYEF-TFWE DFRE®PSVLR L FSit ISILLLLARJT
TcCLB. 507485.130 --—-ISKIfeA DQFRTKEKKA T--GNTPEIT MKYEF-TFWE DFRESPSVLR I FSi ISILLLLARMT
TcCLB.507739.120 ----IUSKL{eA DQFRAKEKGA T--GNTPEMT TKYEF-TVGE DFRE®PSVLR L FSi ISILLLLAKT
TcCLB. 511903.50 --—-ISKV[eA DQFRPRTNPF F--LTDP@VT TEYVI-SGND VIHE®YAVLE L VSIALLLAZMT
TcCLB. 511071 .40 DQFRFRTNPL P--LIDP@VT TEYII-SGED VIHESYAVLG I VSIALLLVINT
TcCLB.506437.10 ----iISK DQFRAKEKGA T--GNTPEMT TKYEF-TIEE VFRA®PSVLR L FSP ISILLLLART
TcCLB. 506437.30 -——- DQFRAKEKGA T--GNTPEMT TKYEF-TVGE DFRE®PSVLR L AFSH ISILLLLANT
TcCLB. 509289.10 --—-iSKIfen DQFRAKEKGA T--GNTEEMT TKYEF-TVGE DFRESPSVLR I FSi ISILLLLART
LmjF.34.0970 MSHSFCRV[gT DQFRVQONVDA L--SNDPELT LKWSV-RTKD LWKG®PQRLQ L AAVLISALLC
LinJ.34.1050 ————EGCI G AMYMPLNDNA LHIHNGYWIS LLYSV-SPND VWAESNGRVG RIFKTIZOVCAM AGAVILAASM
LmjF.34.0980 ————\‘GCISG AMYMPLNDSV LHVYNGY@®VS LLYSV-SPND VWSE®HGRVG R KIHQVCA AGAVILAASL
Crithidia ama34B.1 ----GCI| GMIQPSEEKA LNLDNKY®IT LSYAY-KPPE VWSK®SGRDS R KAEQVCA AAAIVFAVSF
Crithidia_ama34B.2 MCNAPCR DQFRLNKDDM F--SNSPELT ATWNL-RTNT LWQNSEDRRD (RASEGLAN AAIVLSLLAT
Crithidia_ama34B.3 MCNAPCR DQFRLNKDDM F--SNSPELT ATWNL-RTNT LWONSEDRRD RJRASEGLAM AAIVLSLLQ]T
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TrAma5_1 ELVTCCCC KCPEVFAAMW SALGTVTVMV WRVLIAHAMN QSVGGCLMTP FKH----===- ========== ——mmmomooe ROGYEGRGAL LATEJCI
TrAma5_2 ELVTCCCC KCPEVFAAMW SALGTVTVMV va AHAMN QSVGGCLMTP FKH RQ: GRGAL LAT IL
TcCLB.507485.150 ARHFYL KSLKIFATLH LVVSIVTVGL w PYAYLYMK RDVDNCFGEP IER o IVIGUCLIgV
TcCLB.507485.130 AAHFYL KSLKIFATLY¥ LVVSIVTVGL *VP YIMK RDVDNCFGEP IER------= —---—---—= ———————oo- IVIGQUCLIV
TcCLB. 507739.120 AAHFCL KSLKIFATLY LVVSIVTVGL ww YFMN HDVDNCLGTP LKT IVIGYCLIgV
TcCLB.511903.50 LSHIYN KSLRTLTNVM LVCSMVTVGV w EEISNCIATP FRT: IVASYSLTIFF
TcCLB.511071.40 LSHLYK KSLRTLTNVM LVSGMVTVGV *bh HVMK EKIGDCIVTP FKT IVASESLTRF
TcCLB. 506437.10 ARHFCL KSLKIFATLY LVVSIVTVGL ww YFMN HDVDNCFGTP LKT IVIGYCLIgV
TcCLB.506437.30 AAHFCL KSLKIFATL) LVVSIVTVGL wrp YFMN HDVDNCLGTP LKT IVIGYCLIgV
TcCLB.509289.10 AAHFCL KSLKIFATLY¥ LVVSIVTVGL IPUAYF{N HDVDNCLGTP LKT IVIGQUCLIV
LmjF.34.0970 LIEFVMLCCC RCLRWLCLIM NILATFCGCA ¥;m_ TDAFY NNHEEG---L QQYNNSCYAL RONGSVIHPS AIADGNPVAT YIVGGLCYT
LinJ.34.1050 LGSFLDACCC YCIKYVCVLM NLLAAALLAV ‘s‘;ec LDC{V HNQGSHIVGN --VDVCTQMR NFTG----- LIAAFVISV
LmjF.34.0980 LGSFLDACCC CCIKWVCILY# NLLAAALLAI SQGCILDCML HNQGSHIVNN --VDVCTQMR NFTG-- LVTACIVSIV
Crithidia_ama34B.1 VLSFLMSCCC PCIPYVCMVM NFVAMIIVTV CILDCML RTMGSDTTSY PGQDVCVKLK DFHG------ --- III GLV
Crithidia_ama34B.2 IFEFVMLCCC RCLRWLNLVM NLLATGCGCA ;5:1 IDAMY NRHDSTSVTE LLONITCGPL KEN--ALIKG EVGTG---VT YIVGUGLCHI
Crithidia_ama34B.3 IF|gFVMLCCC RCLRWLNLVY NLLATGCGCA !*1\7 IDAMY NRHDSTSVTE LLONITCGPL KEN--ALIKG EVGTG---VT YIVGQGLCYT

210 220

E o L I

TrAma5_1 VIVFFSVLQV LRLPLVFEAV EWQNHVSQF
TrAma5_2 VIVFFSVLQV LRLPLVFEAV EWQNHASQF
TcCLB.507485.150 AVVLLRVL--
TcCLB.507485.130 AVVLLRVL--
TcCLB. 507739.120 AVVLLRML--
TcCLB.511903.50 AVVFLNLPYG SRLOHSCEVG DQOMHVVR-
TcCLB.511071.40 AVVFLNLPYG SRLQHSCDVG DQQMHVVR-
TcCLB. 506437.10 AVVLLRML-- —-----==== —————=———
TcCLB.506437.30 AVVLLRML-- - ==
TcCLB.509289.10 AVVLLRML-- - -
ILmjF.34.0970 NIFFLMLPC- - --
LinJ.34.1050 NIFVMFIPC- - ==
LmjF.34.0980 NIFVMLIPC- - -
Crithidia_ama34B.1 NIFVLLIPC- - --
Crithidia_ama34B.2 NIIFLMLPC- - ==
Crithidia ama34B.3 NIIFLMLPC-




Anexo 4: Alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas do grupo de
ortdlogos das amastinas TrAma 2.1 e TcCLB.506511.80. Em preto estdo
destacados os aminoacidos idénticos presentes na maioria das sequéncias
listadas. Os aminodcidos similares estdo representados em cinza. Em
vermelho encontra-se a regido de assinatura das amastinas. A identificacao
das sequéncias ¢ pelo nimero de acesso no TriTrypDB ou descritas no
trabalho de Jacson, 2010. CFACI1- Crithidia fasciculata; LENLEM-
Leishmania enrietti; TcCLB- Trypanosoma cruzi CL Brener;, Tr —
Trypanosoma rangeli. Tc MARK- T. cruzi marinkellei; DQO04-
Trypanosoma grayi; EMOLV-  Endotrypanum monterogeii; Lpyr-
Leptomonas pyrrochoris.

10 20 30 70 80 90
TrAma2_1 = ---------- - —~MKKANHVNP KMGNGEAEDA VAPPESPEPS VVSIT}
TcCLB.506511.80 MTMGTCNKCH KVLLLQCWPH PSFFLVVCYF VLGGRGRRQS SMGRANHAFS ASRNESTENS KSVPEQPEQ- -EAVS)
TCDM_03050 = —--------o - ~MGRANHAFS ASRNESTENS KSVPEQPGQ- -EAVS)
SMGRANHALP DSRNGIAENS KSVTEQPEQ- -TTVS|

TC_MARK_SGSI -MCSICNVGH IPVFCSCLLP PPFFVVVASY WVG-KGKGKV
DQ04_02441070 -

CFACI_240038300
EMOLV88_150012500
Baya_295_0020
LpyrH10_26_1110
LENLEM3045_150012800

-MGRHKGASS AASEDDHSNN EMSQVTLHP- --TGP}
SKDANEKTMR PRTTTTPTTR RPGSESDRPL MSNRI|

- VKDVHEKTAS PFHIEPTDHD DTISESGQQR TPHSI|
Bttt 'MA PAVHQAANQE GS-SDEKKLP LNTSA!
SKDDSGKTRP PSHHDDSDRG GTGSETEKPS VSNHI|
SKDAHAEAMP PFHIELTSHK ETSSELEKQC TSGSI|

110 120 150 160 170 190 200
P I B R Iy P PR | | O N | P L I |

TrAma2_1 PCELDIGEK VMVGLYVIIC {CLT] P-MGEDVKEA (TTRWV GSERKSIESK FITI VVALQVISVV ALGMALFJLF
TcCLB.506511.80 AGNLDIS}3E IVTLAFVLNS L P-NGENVKEA (TTRWV GSVRTSMRSD AIA 3 LLVLQILAVS ALFISLIWLV
TCDM_03050 MLDIS)E IVILVFVLNS L P-NGENVKEA (TTRWV GSVRTSMRSD AIA 3 LLVLQILAVS ALFISLS|LV
Tc_MARK 5851 Arﬂ;rn'r (E IVTLAFALNS $ L P-NGENVKET (TTRWV GSVRTSMRSN AIAl 3 LLVLQILAVL AFFISFSHFL
DQO04_02441070 PREIKVGI3T LVLGLTLFVA P-NGEDVMEM IWRSVRKE GDVTITTTTS DIE| 3 VRALEALSIL SLVVALI
CFAC1_240038300 PRELLVG I LFSVMSFVSL T{ --GLHNHQYF (HVTKI EGSPDLVTHP NVL| 3 VRVMEAFSIV SSAMTFLJFI
EMOLV88_150012500 PRMVFIGZP VFSAISLISL 1va:|| --GLNSENHL LY} (HVTKV EGQPDVVTYP NSL| VRGMEAFAIV SSVMTLIMFI
Baya_295_0020 VG iV LFSTISLVVL J.VL 1 STGGASIDGR YY) SIWKQ EGVAPVVTFP GAY| TRVLESFAIV SAVVALINSV
LpyrH10_26_1110 I LFSVMAAISL YS! (KPD --GLHNHQYF (HVTKI EGARDVVAHP SSL| VRVMEAFAIV SAAMTFLUFV
LENLEM3045_150012800 SIG ;A LFSLISFVSF ﬁ I [YRKQ®4KPD --GLHSERNF (HVTKV EGSPDKVTQS SSLj VRVIEAFSVV SSVMTLIMFA

210 230 240 270 280 290 300
\\\ BRI P BN NI BN IR B R I T PRI BRI IR
TrAma2_1 ISYVRDHFM- -RESSKVHRLM LIYCVIAICFI AW VVYNKVLF IEYG
TcCLB.506511.80 AANVRRYFL- -QGNSGIRLA LIYCVRICFI If IVVYNKVPF [EITVAYG
TCDM_03050 AMYWRRYFL- -QGNSGIBRLA LIYCVEICFI I} IVVYNKVPF ESIVAYG
Tc_MARK_5851 CAJjVRRYFL- -QGNSGVSLA LIYCVHRIICFI I VVYNKVPF [ESIVDYG
DQO04_02441070 VAIANYRAD- -NKKPRVELA AICCVLIAIFI ILVYNINPVV IDGC
CFAC1_240038300 FS) JACKEH IKPSAALINV MLVFTLICAMG IIAANHLTI |LBANTVDKS
EMOLV88_150012500 VS|VNAYKQS VAPNATTRKV MLFFAICAVG AVWLTVLG SVMAANELVI j3LAITVDKS
Baya_295_0020 LSGLHLHRG- -SPKSSLETA MLSLAKCTVI AVTLMAVG SVVVARDPVL TIDIG

Baya_295_0020 SIIAIVCNAC AGLT|
LpyrH10_26_1110 svIBIFFSMC AGYT
svSEILFNMM AQYT

LENLEM3045 150012800

LpyrH10_26_1110 LSJLNAVKEH TKPKVALINA MLVITICAMG TIIAANHLTL J3LBATVDNS
LENLEM3045_150012800 FS) IAYKQS AARSVAIRNA MLVFTLICAMG IIAANKLTV J3LARITVDKS
360 370 390 400

lennd Sl N P |

TrAma2_1 ) SCLTILLNAA TEGMEFFIAR
TcCLB.506511.80 E GI LNGT TEYI J
TCDM_03050 . GIVEVLLNGT TEYI <
Tc_MARK 5851 1) GIVEVLLNGA TEYI d
DQ04_02441070 L v SIIEIFLGAC AVWYT( J
CFAC1_240038300 QRY SIIFIFFTMC AGYT| 3
EMOLV88_150012500 SIAJILFNML TQYT 4
1

4

d
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DQ04_02441070
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EMOLV88_150012500
Baya_295_0020
LpyrH10_26_1110
LENLEM3045_150012800
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Anexo 5: Alinhamento multiplo das sequéncias aminoacidicas do grupo de
ortdlogos das amastinas TrAma 2.1 e TcCLB.506511.80. Em preto estdo
destacados os aminoacidos idénticos presentes na maioria das sequéncias
listadas. Os aminoacidos similares estdo representados em cinza. A
identificacdo das sequéncias ¢ pelo nimero de acesso no TriTrypDB ou
descritas no trabalho de Jacson, 2010. CFACI1- Crithidia fasciculata;
LENLEM- Leishmania enrietti; TcCLB- Trypanosoma cruzi CL Brener; Tr
Trypanosoma rangeli. Tc MARK- T. cruzi marinkellei; DQO04-
Trypanosoma grayi; EMOLV-  Endotrypanum monterogeii; Lpyr-
Leptomonas p){gfrochzco)ris.

TrAma3_1 CCCPTLEIVLV LIMVLIPATAC
TrAma3_2 -- M CCCPTLEVLV LIMVLIFATAC
TraAma3_3 - M CCCPSLEVLV LIMVLMATAC
TrAma3_4 LIMVLI#ATAC
TcCLB.507159.60 PSPRSKAKAR SKLSHNRQGG LVLAMPATAC
TcCLB.507159.80 PSPRSKAKAR SKLSHNRQGG LVLAMIATAC
TcCLB. 507485.45 - LILTVHAIVC
TcCLB. 507485.40 -- - LVLAM#ATAC
TcCLB. 507485.30 M SKYSQNRQGG LIFTTATGC
TcCLB. 507485.20 - LVLAMIATAC
TcCLB.507485.10 - M SKYSQNRQGG LIFTDAAIGC
TcCLB.507673.60  MMICVRRSYF FLAVVFPRAD DLPPCRTGVH FPIFPFSFRP PSPRSKAKAM SKYSQNRQGG LIFTTIATGC
TcCLB. 507673.50 LVLAMIATAC
TcCLB.507159.41 LVLTVMAIVC
TcCLB. 507159.50 --MFLFSFRP PSPRSKAKAM SKISHNRQGG LIFTTIATGC
TcCLB.507159.70 --MFLFSFRP PSPRSKAKAM SKISHNRQGG LIFTIMAIGC
TcCLB.506199.10 MFLFSFRP PSPRSKAKAM SKISHNRQGG LIFTDAAIGC
TcCLB.506199.20 --MFLFSFRP PSPRSKAKAR SKISHNRQGG LIFTDAAIGC
TcCLB.507673.70  ———=——=-—= ————————] M TLPPCRTGVH FPIFPFSFRP PSPRSKAKAR SKLSQNRQGG LVLAMIATAC
Tc_MARK 2663 MTCFRRSALF LAVVFPHADD PPPHCRTGVH VPIFPLSFRP PSPRSKAKAR SKFSQNLQEG LVLTW#ATIVC
DQ04_01081110 -- LPLATMATAA
DQ04_09851020 LVLAVHGTLF
DQ04_13341000 - LLTSVHATAA
DQO04_13341020 -- LILSVIATAC
DQO04_13341030 ----IVVFSL LSKLAQTLRE LLTSVI#ATAA
DQ04_24521000 - LPLATHATAA
TvY486_0403290 - --MLCCGAIA VPMVLAGTIL
Tb427.04.3520 MLCCGCLT ILMT ST
Tb927.4.3520 MLCCGCLT ILMT: ST
Tbg972.4.3520 MLCCGCLT ILMT ST
TcIL3000_0_03260 - --MLCCGALA ILLILFAISA
TevSTIB805.4.3610 -- --MLCCGCLT ILMT: ST
CFAC1_120011400 VL CVLMGFTAC
CFAC1_120011700 - LILLMVFTAA
CFAC1_120012700 - LLFLTCVTAC RRSYNIPSTS
EMOLV88_160009500 -MTT
EMOLV88_1 00 LVLLLVSAAA RMTT
LAEL147_000010700 LIFAIRLVAC
LinJ.16.0480 - LIFAIVLVAC
LinJ.16.0500 - FMLLMRAFTAC
LmjF.16.0470 LIFADSLVAC
Lm3F.16.0490 - FVLLMA&FTAC
LpyrH10_15_0520 - L CI FTAC
130 140 5 170 180 190 200
P P e | e el R R B B Eeprs Paeey
TrAma3_1 GGNEIEQKVS T AMVVATVGV(e LLVVGFAIAQ LTVAVKGRCL ACCGSFLITL
TrAma3_2 GGNEIEQKVS T AMVVATVGVe LIVVGFAIAQ LIIAVKGRCL ACCGSFLITL
TraAma3_3 GGNEIEQKVS T AMVVATVGVE LLVVGFAIAQ LTVAVKGRCL ACCGSFLTTL
TrAma3_4 GGNEIEQKVS T AMVVATVGV(e LIVVVFVFFM MICESLSCCL GCLTSLLITL
TcCLB.507159.60 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVVLFVIIQ MIFQRICCCL GCATSLLISI
TcCLB. 50715980 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVVLEVIIQ MIFQRICCCL GCATSLLISI
TcCLB.507485.45 DGSSIRRAVA G AFSVLSIGIE LVIAVFCFFQ FLCVKVR-FF FWFIWCLMFL
TcCLB.507485.40 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVVLFVIIQ MIFQRICCCL GCVTSLLISI
TcCLB. 507485.30 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVLGLAIAQ LILEEKSSRF TCCAASLISL
TcCLB.507485.20 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIEe LVVVLFVIIQ MIFQRICCCL GCVTSLLISI
TcCLB.507485.10 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVLGLAIAQ LILEEKSSRF TCCAASLISL
TcCLB.507673. 60 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVLGLAIAQ LILEEKSSRF TCCAASLISL
TcCLB.507673.50 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVVLFVIIQ MIFQRICCCL GCVTSLLISI
TcCLB.507159.41 DGSSIRRAVA G AFSVLSIGIE LVIAVFCFFQ FLCVKVR-FF FCFIWCLMFL
TcCLB. 507159.50 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVLGLAIAQ LILEEKSSRF TCCAASLISL
TcCLB.507159.70 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVLGLAIAQ LILEEKSSRF TCCAASLISL
TcCLB.506199.10 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVLGLAIAQ LILEEKSSRF TCCAASLISL
TcCLB. 50619920 GGVGTKVDVS G GAAVGAAGIE LVVLGLAIAR LVLEEKSSCL NCTMSLLLSL
TcCLB.507673.70 GGVGTKVDVS G GAAVAAAGIE LVVVLFVIIQ MIFQRICCCL GCVTSLLISI
Tc_MARK_2663 NGSSIRRAVA G AASVLSICIE VFIAVFCFFQ FLCVKAR-FF FWVIWCLMFL
DQ04_01081110 -RSGIKEMVK D GGAAGGAGVE LIIFVLAIAQ LCSRQGMCCL KCITSLFVTL
DQ04_09851020 ---HSIIRVS K AFAVIATLGE VAIVVLAIMQ ILVSQRRGFV VYSVSILSFI
DQ04_13341000 ~-GHN-KEMVK D GATVGGAGVE FIVLVVAIVQ LFVIYRASSF RCGIFTFSFI
DQ04_13341020 -GSGIKDLVR N GVAVGGAAIE FIVLILAIVR LFMGRGSCFL RCFILFLTSA
DQO04_13341030 -GIGRKKMVK D GATVGGAFVE FIVLIVAIVQ LFVIYRSSSI RCGIFTLSFI
DQ04_24521000 -GSGIKEMVK D GGAAGGAGVE FIICVLAIAQ LCSRQGMCCL KCITSLFVTL
TvY486_0403290 -DTVSTSEVS W SAATLSGALE LAMLVIIIIQ IITKGVLCFL KCISSILVLL
Tb427.04.3520 -STESKTSVR Y GAVAAAAAVE LISLLFLCGV VACGKKMKHL KAVSLSLVFF
Tb927.4.3520 -STESKTSVR Y GAVAAAAAVE LISLLFLCGV VACGKKMKHL KAVSLSLVFF
Tbg972.4.3520 -STESKTSVR Y GAVAAAAAVE LISLLFLCGV VACGKKMKHL KVVSLSLVFF
TcIL3000_0_03260 ~KREKKTNVR Y GSMATSAVIEe LLALMFVIAL IVLKDKMRHI KIVSLSLLFF
TevSTIB805.4.3610 -STESKTSVR Y GAVAAAAAVE LISLLFLCGV VACGKKMKHL KAVSLSLVFF
CFAC1_120011400 SLGRKVKQEV VGTT--HYYD G ALDVAGCGLE AIVTLLAAVH VC-AKVKFHI CCALMVLCFV
CFAC1_120011700  ----- TVG STTTVTTANI VVSG-TTYIT RTYSRQSD®A RLKTYYLVQS ALSVAGAGLE GLACLFTACW TS-AGNRRCL GGLATLLCFL
CFAC1_120012700 PVFYQTRESV GAYP-LLSYR RSYNNARESE TD] SA ALSTAGASLS GLACVMAASW VY-AGFDSCL HSFIVFVTFL
EMOLV88_160009500 DDTIESKKTV LSFTSSVTIH RVYSSALT@L EGKLYQTVME ALSVCAASLL GAAAFFTACW IN-ARNGGGL SVIVTFLSMC
EMOLV88_160009600 DDTIESKNTV LSFTSSVTIQ RVYSSALT®V EGKLYJJTVME ALSVCAASLL GAAAFFTACW IN-ARNGGGL SVIVTFLSMC
LAEL147_000010700 DGLA--DHYH RTYHRNSK®D GFKTAAVTGA AIHVAACGLE GIICLLAAAH IY-ARKKFNI CCSIMIFCFF
LinJ.16.0480 DGLV--DHYH RTYHRNSKeD GFKTAAVTGA ATHVAACGLE GIICLLAAAH IY-ARKKFNI CCSIMIFCFV
LinJ.16.0500 AKETPDVEII RTYSYHLQEL QGQVYYTVTA ALSVAATAFI ASSAFLTACW IN-ARYNDGL AVTSTFTSFV
LmjF.16.0470 VGLA--DHYY RTYHRNSK®D GFKTAAVTGA AIHVAACGLE GIICLLAAAH IH-ARKKFNI CCSIMIFCLF
Lm3F.16.0490 AKETPDVEIV RTYSYHLQGL QGQVYYTVTA ALSVAATAFI ASSALLTACW IN-ARYNDSL AVTSTFTSFI
LpyrH10_15_0520 YIAQNTESKYT DAKT--HVYE RIYHRQI (G EFRTAAVAGA ALDVVGCGVE AIACILAAVH IC-ARVKFHL CCTLMVLCFV
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QND TSLSS V‘IAPE'KDQN’Y KFAES IS VHCGLFLISS LFECFT
[$OND-TSLSS VYAPFKDQNY KFAES|3$!IS VHCGLFLISS LFECFT-

TraAma3_1
TrAma3_2

SGVCVA LLVY!
ASGVCVA LLVY!



TrAma3_3
TrAma3_4

IDASGVCVA LLVYGMKGY [®OND-TSLSS VYAPFKDQONY KFAES|P4!IS CGLFLISS LFECFT---

CGLFLISS

DQ04_01081110
DQ04_09851020
DQ04_13341000
DQO4_13341020

CGLFLFTC
\CGVFMVGA VVQCFGVSVA NSISSDDKGG LYADTRV
ICGLFLFSS LFQCC,

CGLFLFVN

2

Al
TcCLB.507159.60 AJVACVVCLA LIVYGHMMRGY @®OSD-AVLSS ARCVFFFVSS
TcCLB.507159.80 AlJVACVVCLA LIVYGMMRGY ®0OSD-AVLSS ALCVFFFVSS
TcCLB.507485.45 ARLFCGVCVA VIVYGHMKGF ®0OGG-GPISL INCGLFLLSS
TcCLB.507485.40 AJVACVVCLA LIVYGHMMRGY @®OSD-AVLSS ARCVFFFVSS
TcCLB.507485.30 AIJAACGACVA LIVYGHMRGY ®OSD-AVLSP ALCGLFLLSS
TcCLB.507485.20 AlJVACVVCLA LIVYGMMRGY ®0OSD-AVLSS VL\CVFFFVSS
TcCLB.507485.10 AJAACGACVA LIVYGHMMRGY ®OSD-AVLSP ARCGLFLLSS
TcCLB.507673.60 AIJAACGACVA LIVYGHMMRGY ®OSD-AVLSP ALCGLFLLSS
TcCLB.507673.50 AlJVACVVCLA LIVYGMMRGY ®0OSD-AVLSS VL\CVFFFVSS
TcCLB.507159.41 ARLFCGACVA VIVYGHMMKGF ®0OGG-GPISL IHNCGLFLLSS
TcCLB.507159.50 AIJAACGACVA LIVYGMMKGY ®0OSD-AVLSS ALCGLFLLSS
TcCLB.507159.70 AIRAACGACVA LIVYGHMMKGY ®0OSD-AVLSS ALCGLFLLSS
TcCLB.506199.10 AJAACGACVA LIVYGHMMKGY @®OSD-AVLSS ARCGLFLLSS
TcCLB.506199.20 AIJAACGACVA LIVYGMMKGY ®0OSD-AVLSS ALCVFFFVSS
TcCLB.507673.70 A)JVACVVCLA LIVYGMRGY @®OSD-AVLSS VEACVFFFVSS
Tc_MARK_2663 ARLLCGACVT VIVYGHMLNGF @®0OGG-GSVSV ICGLFLLSS
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DQ04:13341030 JAACGACVG LLMYGMMOGY [ONN-LLLSN A \CGLFLFCS LFQCCA----
DQO04_24521000 JAGCGACVG LLVFGHMMKGY [®OND-DSLRD

TvY486_0403290 AVIASGACVG LIILGMLKGY @®ODD-DALKG ASCGLFLLSL IPQCCL----
Tb427.04.3520 SLLGAITCIG LVTLG4LRGY [@QOGD-PKLRD ALYLLTT
Tb927.4.3520 SLLGAITCIG LVTLG4LRGY [®QOGD-PKLRD AWVALYLLTT
Tbg972.4.3520 SLLGAITCIG LVTLGYLRGY [@®OGD-PKLRD WALYLLTT

TTCLLYLLGN

TcIL3000_0_03260 AQLASGACVA LLVLGYFRGY

TevSTIB805.4.3610 SLLGAITCIG LVTLGYLRGY ®OGD-PKLRD AVALYLLTT

CFAC1_120011400 FVAAVA TVVET{RASG (@VND--AAV- VGMGGFFITI FLEICS----

CFAC1_120011700 CCGVALA LSAYSFKDSY ®GGT--DT-- ---- GFLVTM LIEMFAVCCA CCC:

CFAC1_120012700 CYVVVTA GS [¥TGS--SSSV JAGGMLIAL LLEILSFCVC TSTDDYAGGS QSRVVSGDHR GLVLSDGSVV
EMOLV88_160009500 SBACCGATVG LI TTL @PNS--SS-- ATTGTALICS LFGFVLCCTS ICCGR-GYDK DY- -
EMOLV88_160009600 SBACCGATVG LIVYVMKTTL ®PNS--SS-- ATTGTAFICS LFVFVLCCTS ICCGR-GYDK

LAEL147_000010700 CFAVSVA TVVEVEFSADT D--NAT- VEAFGFLIAM

LinJ.16.0480 CFAVSVA TVVFVECADT D--NAT- VSAFGFLIAM

LinJ.16.0500 SLACCGATLG LIVCTLTTL ®PGE--KT-- VIMGGALLCF IVGFALCCST LCCSKESKDD DYE------- ----------
LmjF.16.0470 THACFAVSVA TVVEVESADT D--DAT- XaAFGFLIAM FLEVCS----

LmjF.16.0490 SLACCGATLG LIVCTIMTTL ®PGE--KT-- ATGGTLLCF VVGFALCCST LCCSEEGKDD DYE------- ----------

OMLARKED,
LpyrH10_15_0520 AQATLVASLA TVVFTFRGDS {§PND--TAN- AMRSFHGQD IEAGGFEITT FLEMLS----
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