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RESUMO

A distribuicdo simpatrica e o compartilhamento de hospedeiros e
antigenos entre o Trypanosoma rangeli e o Trypanosoma cruzi,
agente etiologico da Doenga de Chagas podem levar a erros nos
diagnésticos e inferéncias epidemiologicas destes parasitos.
Neste sentido, apresentamos o primeiro estudo protedmico
comparativo em grande escala das proteinas solluveis e de
superficie da forma tripomastigota de T. rangeli e de T. cruzi,
objetivando a identificagdo de proteinas com potencial aplicagao
no diagnostico diferencial destes parasitos. Neste estudo foram
identificadas 137 distintas proteinas sollveis da forma
tripomastigota de T. rangeli resolvidas no perfil 2-D por
espectrometria de massas (LC-ESI-MS/MS). Destas, 76%
localizadas no citosol ou mitocéndrias e 26% envolvidas no
metabolismo energético ou na resposta ao estresse. Além disto,
através de ensaios de immunoblotting 1-D com estas proteinas
sollveis e antissoros de animais experimentalmente infectados
com estes parasitos, foi verificado que a reatividade soroldgica
cruzada existente entre estes dois parasitos ndo é reciproca,
pois o reconhecimento de proteinas da forma tripomastigota de
T. rangeli é menos intensa do que o reconhecimento de
proteinas da forma tripomastigota de T. cruzi pelos antissoros
heterélogos. Também observamos que proteinas das formas
tripomastigotas de T. rangeli e de T. cruzi na faixa de 70-80kDa
sdo reconhecidas exclusivamente pelos antissoros homadlogos.
Nos ensaios de immunoblotting 2-D foi observado um forte
reconhecimento de proteinas da forma tripomastigota de T.
rangeli pelo antissoro homodlogo na faixa entre 60-100kDa.
Apesar disto, ndo foi possivel identificar marcadores especificos
destes parasitos com estes ensaios. Porém, a analise
protedmica comparativa das proteinas de superficie das formas
epimastigota e tripomastigota de T. rangeli e de T. cruzi permitiu
a identificacdo de potenciais marcadores especificos de T.
rangeli. Esta analise foi realizada utilizando duas abordagens,
sem (LC-MS-MS/MS) e com o uso de gel (GeLC-ESI-MS/MS),
aléem de ensaios de immunoblotting 1-D, que revelaram um
padrao de reconhecimento das proteinas de superficie distinto
para cada espécie. Com isto foi possivel identificar 138 proteinas
de T. rangeli e 343 proteinas de T. cruzi, das quais 42 e 157
proteinas exclusivamente nas formas tripomastigotas de T.



rangeli e de T. cruzi, respectivamente. Em particular, as analises
de MS/MS revelaram pelo menos duas proteinas de T. rangeli,
GP63-relacionada (~70kDa) e FCaBP (~25kDa), como potenciais
alvos para o diagnostico diferencial com T. cruzi. Desta forma,
esta analise protebmica em larga escala das proteinas de
superficie de T. rangeli, revelou diferengas e semelhancgas entre
as proteinas de superficie destes parasitos, além de permitir a
identificacdo de novas proteinas de T. rangeli com potencial
aplicagéo no diagnéstico diferencial com T. cruzi.

Palavras Chave: Trypanosoma rangeli, Protedmica, Antigenos de
superficie.



ABSTRACT

Sympatric distribution and sharing of hosts and antigens by
Trypanosoma rangeli and Trypanosoma cruzi the etiological
agent of Chagas' disease, often incur in misdiagnosis and
improper epidemiological inferences. In order to identify
differential antigens with potential application in serological
diagnosis we performed the first high-throughput proteomic
analysis of soluble and surface proteins (SP) of T. rangeli and T.
cruzi trypomastigotes. In this work, 137 non-redundant T. rangeli
trypomastigote soluble proteins resolved in 2-D profile were
identified by mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS). Within these
137 non-redundant proteins, 76% are cytosolic or mitochondrial
and 26% are involved in energy metabolism or response to
stress. Furthermore, 1-D immunoblotting assays with soluble
proteins and antisera from animals experimentally infected
showed a less intense recognition of T. rangeli trypomastigotes
soluble proteins than T. cruzi trypomastigotes proteins by
heterologous antisera indicating that serological cross-reactivity
between these parasites is not reciprocal. In addition, T. rangeli
and T. cruzi trypomastigotes soluble proteins between ~70-80
kDa were exclusively recognized by homologous antisera
suggesting specie-specific antigens among the trypomastigote
proteins. We also observed a strong recognition of T. rangeli
trypomastigotes proteins by homologous antiserum between ~60-
100kDa in 2-D immunoblotting tests. Unfortunately, we were not
able to identify specific markers of these parasites through these
trials. On the other hand, the comparative proteomic analysis of
T. rangeli and T. cruzi epimastigote and trypomastigote SP
pointed out potential T. rangeli specific-markers, using gel-free
(LC-ESI-MS/MS) and gel-based (GeLC-ESI-MS/MS) proteomic
approaches. Besides, immunoblotting revealed distinct
recognition profiles of SP for each species. A total of 138 T.
rangeli proteins and 343 T. cruzi proteins were identified, of
which, 42 and 157 proteins were exclusively identified in T.
rangeli or T. cruzi trypomastigotes, respectively. MS/MS analysis
of T. rangeli exclusive bands revealed two unique proteins,
GP63-related (~70kDa) and flagellar calcium-binding protein
(FCaBP) (~25kDa), as potential markers. This highly sensitive
proteomic assessment of surface proteins characterized the T.
rangeli surfaceome, revealing several differences and similarities



between these two parasites and new T. rangeli-specific proteins
with promising use in differential diagnosis from T. cruzi.
Keywords: Trypanosoma rangeli, proteomic, surface antigens.
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1 INTRODUGAO

A doenca de Chagas é uma das principais doencgas
causadas por protozoarios nas Américas. O Trypanosoma cruzi
Chagas, 1909 seu agente etiologico, infecta entre 8-10 milhdes
de pessoas incorrendo em elevada morbidade e, muitas vezes, a
morte dos infectados (OPS, 2006).

Devido a complexidade do tratamento, as variaveis
socioecondmicas envolvidas e ao consequente custo da doenca,
o diagndstico precoce e especifico da doenga de Chagas é de
fundamental importancia. Entretanto, a reatividade soroldgica
cruzada com o Trypanosoma rangeli Tejera, 1920, devido ao
compartilhamento de cerca de 60% dos constituintes antigénicos
soluveis das formas epimastigotas destas duas espécies, € um
fator que pode influenciar nos resultados dos exames
rotineiramente empregados em laboratérios clinicos (AFCHAIN
etal.,, 1979; SALDANA e SOUSA, 1996a).

Desta forma, o uso de antigenos bem caracterizados e
oriundos das formas tripomastigotas, que s&o as formas
encontradas nos hospedeiros vertebrados, para o diagnostico
diferencial de T. rangeli e T. cruzi, podera resultar em maior
especificidade nos exames soroldgicos, reduzindo possiveis
resultados falso-positivos ou inconclusivos no diagnoéstico
sorolégico para a doenca de Chagas (GUHL et al., 2002). Esta
hipotese ja foi levantada por De Moraes e colaboradores (2008),
sugerindo que a utilizagdo das formas tripomastigotas destes
dois parasitos, podera servir como fonte de potenciais antigenos
para diagnéstico diferencial.

Usualmente, a identificagao de antigenos diferenciais entre
estes parasitos, bem como a caracterizacdo da variabilidade
intraespecifica dos mesmos, vem sendo empregada de maneira
pontual (DIEZ et al., 2008). Uma das primeiras abordagens do
genoma do T. rangeli em maior escala foi desenvolvida pelo
nosso grupo, onde foram geradas 4.357 sequéncias néao
redundantes, a maioria apresentando alta similaridade com o
genoma do T. cruzi (GRISARD et al., 2010). Além disto, este
mesmo grupo iniciou o sequenciamento do genoma do T. rangeli,
0 qual esta em fase de montagem e anotagdo (LNCC, 2011),
através do qual sera possivel obter informagdes mais completas
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sobre a organizagdo génica deste organismo, seus genes
homologos ao T. cruzi, bem como aqueles envolvidos na
interacdo parasito-hospedeiro.

Porém estes nao revelam o rol de expressao proteica do T.
rangeli, especialmente de suas proteinas de superficie, que
podem constituir alvos especificos para diagnostico diferencial.
Para isto, abordagens protedmicas associadas a técnicas
classicas de identificagdo de antigenos, como os
immunoblottings, se apresentam como importantes ferramentas
na deteccdo de proteinas alvos para o diagndstico de doengas
infecto-parasitarias (RAMON-LUING et al., 2010; SEPULVEDA et
al., 2010).

Embora a andlise das proteinas soluveis possibilite a
identificagcdo de potenciais antigenos, sabe-se que as proteinas
com maior potencial antigénico e, consequentemente, de maior
aplicabilidade em diagndstico diferencial, s&o aquelas
associadas a superficie e a membrana plasmatica destes
parasitos (ZHONG et al.,, 2010). Aléem disso, estas proteinas
estdo envolvidas nos processos de interagdo parasito-
hospedeiro, como reconhecimento, adesdo e penetragcdo nas
células hospedeiras.

Entretanto, sdo raros os estudos de caracterizagcdo de
antigenos de superficie do T. rangeli. Dentre estes destaca-se o
estudo de Anez-Rojas e colaboradores (2006) que propds o uso
de antigenos oriundos de formas epimastigotas como potencial
alvo para o diagndstico especifico deste parasito, porém sem a
identificacdo de antigenos espécie-especificos (ANEZ-ROJAS et
al., 2006).

Assim sendo, a identificacdo de novos antigenos
especificos de T. rangeli e de T. cruzi para a aplicagdo em
imunoensaios especificos € de suma importancia para reduzir a
ocorréncia de resultados falso-positivos em diagndsticos
sorolégicos, especialmente em areas endémicas da doenga de
Chagas e onde ha sobreposi¢ao destes parasitos (DE MORAES
et al., 2008).

Desta forma, considerando a relevancia do diagndstico
especifico da doencga de Chagas e a necessidade de uma melhor
compreensdo de aspectos ainda desconhecidos da biologia in
vivo do T. rangeli, o presente estudo teve como meta o estudo
proteébmico das formas tripomastigotas de T. rangeli e a
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identificagcdo de proteinas antigénicas espécie-especificas com
potencial aplicagdo no diagndstico diferencial entre T. rangelie T.
cruzi. Para tal, foram utilizadas diferentes abordagens
protedmicas para a analise tanto de proteinas solluveis quanto de
proteinas de superficie destes parasitos, associadas a
abordagens de immunoblotting utilizando soros de animais
experimentalmente infectados.






2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar o rol de proteinas expressas pela forma
tripomastigota do Trypanosoma rangeli diferenciada in vitro e
identificar  proteinas  diferencialmente  reconhecidas por
antissoros de camundongos experimentalmente infectados com
Trypanosoma rangeli e Trypanosoma cruzi.

2.1 Objetivos Especificos

- Obter o perfil bidimensional referéncia das proteinas sollveis
das formas tripomastigotas de T. rangeli diferenciadas in vitro
e identificar as proteinas presentes neste perfil por
espectrometria de massas;

- Caracterizar proteinas em extratos soluveis das formas
tripomastigotas de T. rangeli diferencialmente reconhecidas
por antissoros homologos e heterdlogos em ensaios de
immunoblotting  bidimensional utilizando antisoros de
camundongos experimentalmente infectados;

-  Comparar o perfil proteico da fracdo enriquecida com
proteinas de superficie entre as formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. rangelie T. cruzi;

- ldentificar as proteinas presentes na fracdo enriquecida com
proteinas de superficie de ambas as formas de T. rangeli
utilizando abordagens proteémicas baseada em gel (GelLC-
ESI-MS/MS) e sem o uso de gel (LC-ESI-MS/MS);

- Identificar proteinas alvos para marcadores de diagndstico
especifico de T. rangeli baseados no reconhecimento de
antigenos de superficie de T. rangeli e T. cruzi por antissoros
homologos e heterdlogos obtidos a partir de camundongos
experimentalmente infectados com formas tripomastigotas
destes parasitos;






3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Similaridades e diferengas entre o Trypanosoma
(Herpetosoma) rangeli Tejera, 1920 e Trypanosoma
(Schizotrypanum) cruzi Chagas, 1909

O Trypanosoma (Herpetosoma) rangeli Tejera, 1920,
assim como o Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi Chagas,
1909, agente etioldgico da Doenga de Chagas, sédo protozoarios
hemoflagelados pertencentes a Classe Mastigophora, Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae (D’ ALESSANDRO,
1976). A Ordem Kinetoplastida compreende organismos
flagelados possuidores de uma regido rica em DNA diferenciado
(kDNA) denominada de cinetoplasto, localizada na sua uma
Unica mitocondria. Este kDNA esta organizado em moléculas
circulares denominadas de maxi e minicirculos. Além disto,
apresentam uma organela citoplasmatica diferenciada e similar
ao peroxissomo, denominada glicossomo, a qual possui enzimas
envolvidas na via glicolitica e no metabolismo de carboidratos
(MICHELS et al., 2000).

A Familia Trypanosomatidae apresenta algumas
caracteristicas peculiares que a difere das demais familias da
Ordem Kinetoplastida, como a presenga de uma camada
subpericular de microtubulos e a presenga de um flagelo que
emerge de uma bolsa flagelar localizada préximo ao cinetoplasto
(DE SOUZA, 2002).

Ja o género Trypanosoma € dividido em duas secgdes:
Stercoraria e Salivaria (HOARE, 1972). A primeira inclui
parasitos como o T. cruzi o Trypanosoma lewisi e o
Trypanosoma theileri, pois apresentam o desenvolvimento de
suas formas infectivas no intestino posterior do triatomineo, as
quais estdo presentes nas fezes, determinando uma infecgédo do
tipo contaminativa. Ja as espécies pertencentes a secgéo
Salivaria, como por exemplo o Trypanosoma brucei, o
Trypanosoma vivax e o Trypanosoma congolense, apresentam o
desenvolvimento de suas formas infectivas nas glandulas
salivares das espécies vetores, incorrendo portanto em uma
transmisséo por via inoculativa (HOARE, 1972).

Em fungdo das diferengas e similaridades bioldgicas e
moleculares com espécies de ambas as secgbes acima
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descritas, a posigao taxondmica do T. rangeli tem sido objeto de
muita discussdo. A maioria dos autores mantém a classificacao
original do T. rangeli como pertencente a secg¢do Stercoraria,
(BRIONES et al., 1999; STEVENS et al., 1999; GRISARD, 2002;
HUGHES e PIONTKIVSKA, 2003) em fungdo da maior
similaridade genética com T. cruzi, principalmente quando
utilizados marcadores classicos, como o gene do RNA
ribossomal 18S. Entretanto, trabalhos utilizando outros
marcadores moleculares evidenciam consideravel similaridade
entre o T. rangeli e o T. brucei, alocando assim este parasito na
secgdo Salivaria (AMORIM et al., 1993; HENRIKSSON et al.,
1996).

Além desta discussao acerca da posigao taxonémica do T.
rangeli, observa-se para este taxon a existéncia de uma
consideravel variabilidade intraespecifica. Vallejo et al. (2002)
utiizando o kDNA como molécula-alvo, demonstraram a
existéncia de duas linhagens genéticas do T. rangeli na América
Latina, composta por cepas que apresentam variagdes no
tamanho e no numero de regibes conservadas do minicirculo do
kDNA, podendo apresentar uma (KP1), duas (KP2) ou quatro
(KP3) regides conservadas (VALLEJO et al., 1994; VALLEJO et
al., 2002). Com base na presencga destas estruturas de kDNA foi
possivel distinguir duas linhagens de T. rangeli, uma com a
presenga do minicirculo do tipo KP1 (KP1+) e outra sem este
minicirculo (KP1-). A primeira € encontrada na América Central,
Colébmbia e Venezuela e a segunda com uma distribuicdo ainda
nado bem estabelecida, sendo encontrada tanto no sul do Brasil
quanto na Colémbia (VALLEJO et al., 2002).

O T. cruzi apresenta estrutura populacional multiclonal de
elevada diversidade genética, que permitiu o agrupamento das
cepas de T. cruzi em seis agrupamentos distintos ou Discrete
Typing Units (DTU), que sao conjuntos de linhagens de parasitos
geneticamente relacionados entre si, identificados por
marcadores genéticos e bioquimicos (ZINGALES et al., 2009).

Tanto o T. rangeli quanto o T. cruzi apresentam ciclo
biolégico heteroxeno, ou seja, alternam obrigatoriamente entre
hospedeiros invertebrados (vetores), hemipteros hematéfagos da
Subfamilia Triatominae, e hospedeiros vertebrados, como
marsupiais e mamiferos placentarios, incluindo o homem.
(BRENER, 1973; D’ ALESSANDRO e SARAVIA, 1999).
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Ja foram descritas varias espécies da Subfamilia
Triatominae como transmissoras de T. rangeli e T. cruzi (COURA
e DIAS, 2009), embora para o T. rangeli destacam-se espécies
do género Rhodnius (D’ ALESSANDRO, 1976). Dentre os
hospedeiros vertebrados, centenas de espécies de mamiferos
silvestres e domeésticos foram encontradas infectadas por T.
cruzi, e muitas destas também por T. rangeli. Porém, do ponto de
vista epidemiolégico, destacam-se os marsupiais (gambas) por
apresentarem altas taxas de infecgéo e alta sinantropia com os
hospedeiros invertebrados e humanos, estabelecendo uma ponte
entre os ciclos silvestre e domiciliar de infecgdo (TOLEDO et al.,
1997; GRISARD et al., 2000; RUIZ-PINA e CRUZ-REYES,
2002).

Apesar da elevada diversidade de espécies de
hospedeiros invertebrados e mamiferos de T. rangeli, ainda
existem muitas lacunas no entendimento do seu ciclo bioldgico,
especialmente nos hospedeiros mamiferos, diferentemente do T.
cruzi cuja biologia esta melhor caraterizada (D’ ALESSANDRO e
SARAVIA, 1999; GRISARD, STEINDEL, et al., 1999).

Sabe-se que o T. rangeli apresenta formas epimastigotas e
tripomastigotas com elevado pleomorfismo. As formas
tripomastigotas sanguineas (Figura 1) apresentam tamanhos
variando entre 26 a 34um e uma membrana ondulante bem
desenvolvida, além de apresentar um cinetoplasto pontual e
subterminal (GUHL e VALLEJO, 2003).

Figura 1: Forma tripomastigota sanguinea do Trypanosoma rangeli em
sangue de camundongo experimentalmente infectado (aumento de
1.000X).

Com relagédo ao ciclo biologico do T. rangeli, a fase no
hospedeiro invertebrado é a mais conhecida (Figura 2).
Diferentemente do T. cruzi, onde as formas epimastigotas
multiplicam-se exclusivamente no interior do tubo digestivo do
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triatomineo e ao alcancar a ampola retal do inseto se diferenciam
em formas tripomastigotas metaciclicas infectivas (BRENER,
1971), as formas epimastigotas do T. rangeli apresentam a
capacidade de evadir do trato digestivo médio dos triatomineos
para a hemocele e a posterior invasdo das glandulas salivares
(HECKER et al., 1990; DE OLIVEIRA e DE SOUZA, 2001).

Na hemocele, ocorre uma intensa multiplicacao das formas
epimastigotas de forma livre na hemolinfa (MEIRELLES et al.,
2005). Esse processo de invasdo da hemocele, multiplicagédo e
posterior invasao das glandulas salivares acarretam danos ao
triatomineo, como a destruicdo de hemdcitos, dificuldade de
muda e no desenvolvimento das ninfas, acarretando em alguns
casos a morte destes vetores (VALLEJO et al., 2009).

Apods a colonizagdo da hemocele, os parasitos migram as
glandulas salivares e ao alcangarem o lumen glandular sofrem
um processo de diferenciagdo para metatripanosomas, ou
tripomastigotas metaciclicos, que sdo as formas infectivas para
os hospedeiros mamiferos (D’ ALESSANDRO, 1976).

Ja com relagdo ao ciclo bioldgico nos hospedeiros
mamiferos, enquanto para o T. cruzi este ciclo € bem conhecido.
Com formas intracelulares amastigotas em macrofagos, em
células dos tecidos cardiaco ou muscular liso, além de formas
tripomastigotas sanguineas liberadas pelo rompimento das
células infectadas apés uma intensa multiplicagdo (divisdo
binaria) das formas amastigotas (BRENER, 1971), o ciclo do T.
rangeli nao é bem caracterizado nestes hospedeiros mamiferos.
Até entdo, apenas formas tripomastigotas sanguineas do T.
rangeli foram encontradas nos hospedeiros mamiferos. Porém,
em ensaios in vitro, algumas formas intracelulares, sem a
capacidade de divisdo, foram observadas em linhagens celulares
humanas (OSORIO et al, 1995), de murinos e células Vero
(EGER-MANGRICH et al., 2001). Contudo ha um unico registro
de evidéncias de replicagdo de uma cepa deste parasito (C23)
no interior de certas linhagens celulares em ensaios in vitro
(ZUNIGA et al., 1997a).
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Figura 2: Ciclo biolégico do Trypanosoma rangeli no hospedeiro
invertebrado. A — Ingestdo das formas tripomastigotas de T. rangeli
durante o repasto sanguineo do ftriatomineo, B - Formas
tripomastigotas e epimastigotas no trato intestinal do triatomineo, C —
Parasitos alcangam a ampola retal e formas epimastigotas e
tripomastigotas podem ser excretadas juntamente com as fezes e urina,
D — Adeséao de formas epimastigotas do parasito ao epitélio intestinal e
transposicao para a hemocele onde se multiplicam, E — Invasao pelo T.
rangeli das glandulas salivares do triatomineo e diferenciagdo para
formas invectivas (metatripanosomas), as quais sao inoculadas com a
saliva (F) durante o repasto sanguineo.

Fonte: Grisard & Steindel, 2011.

Ao estudar o ciclo do T. rangeli em infecgbes
experimentais de camundongos, observa-se que na primeira
semana de infeccdo ha uma baixa parasitemia, com um pico
entre o 5-7 dia, porém apdés 15 dias esta apresenta-se
extremamente baixa ou indetectavel, impossibilitando a
visualizagado através de microscopia optica (HORNA et al., 1997).
Apesar disto, ja foi reportado que a realizagdo de hemocultura
permite a deteccdo deste parasito em camundongos com
parasitemia negativa prolongada por mais de sete meses
(STEINDEL, 1993), revelando a existéncia de mecanismos de
multiplicacdo e/ou sobrevivéncia deste parasito no hospedeiro
mamifero ainda n&o caracterizados (D' ALESSANDRO e
SARAVIA, 1999).
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Apesar destas lacunas no entendimento da biologia do T.
rangeli nos hospedeiros mamiferos, este parasito € encontrado
em toda a extensdo da América Latina, em simpatria com o T.
cruzi (D’ ALESSANDRO e SARAVIA, 1999; GRISARD,
STEINDEL, et al., 1999) (Figura 3). No Brasil, ja foi demonstrada
a ocorréncia do T. rangeli na Amazonia (COURA et al., 1996; D’
ALESSANDRO e SARAVIA, 1999), no Sul (STEINDEL et al.,
1991; GRISARD et al., 2000) e no Nordeste (DIAS et al., 2007).
Também, ja foram descritos casos de infeccdo humana na
Amazobnia (COURA et al., 1996) e mais recentemente em
pacientes com Doenga de Chagas crbnica em Minas Gerais e
Bahia (DE SOUSA et al., 2008).

Devido a esta sobreposigdo geografica entre o T. cruzie o
T. rangeli e do compartihamento do mesmo nicho ecolégico
(hospedeiros), estes parasitos ja foram encontrados
simultaneamente tanto em triatomineos (STEINDEL et al., 1994;
CHIURILLO et al., 2003) como em seres humanos em areas
endémicas para Doenca de Chagas (SALDANA et al., 2005),
demonstrando a possibilidade de ocorréncia de infecgdes Unicas
e/ou mistas (MACHADO et al., 2000; SALDANA et al., 2005; DE
SOUSA et al., 2008).

Apesar de infectar humanos, assim como nos demais
hospedeiros mamiferos, o T. rangeli ndo provoca uma patologia
especifica, como no caso do T. cruzi, que provoca uma patologia
complexa chamada de Doenca de Chagas. Esta doenca é
dividida em duas fases de acordo com as suas implicagoes
clinicas: fase aguda e fase cronica. Durante a primeira fase a
maioria dos infectados sao assintomaticos ou, se sintomaticos,
com o aparecimento de uma ou mais manifestacdes clinicas
como febre, mialgia, dores de cabega, entre outras (ANEZ et al.,
1999), e em menos de 5% dos casos ha o 6bito da pessoa
infectada em virtude de miocardites acentuadas (TEIXEIRA et
al., 2006). Esta fase aguda evolui para uma fase cronica em
aproximadamente 30-40% dos pacientes (MUNOZ-SARAVIA et
al., 2010), e pode ser dividida em trés formas, (i) assintomatica
ou indeterminada; (ii) sintomatica cardiaca e (iii) sintomatica
digestiva, ou ainda uma forma mista (cardiaca e digestiva)
(RASSI et al., 2010).
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Figura 3: Distribuicdo geografica da doenga de Chagas humana causada
pelo Trypanosoma cruzi (area sombreada) nas Américas e locais onde ja

foram descritos casos de Trypanosoma rangeli (pontos).
Fonte: Grisard & Steindel, 2011.

A prevaléncia de doenga de Chagas no Brasil é variada,
podendo atingir cerca de 8,8% em Minas Gerais e Rio Grande do
Sul, 7,4% em Goias e 5,4% na Bahia (VINHAES e DIAS, 2000),
1,4% Piaui (BORGES-PEREIRA et al., 2002), 1,9% para a regido
Amazobnica Brasileira (DANTAS-MAIA et al., 2007). Em Estados
brasileiros onde a doenca nao é considera endémica tém-se
verificado a infeccdo acidental pelo T. cruzi, especialmente por
via oral (STEINDEL et al., 2008).

Na regido Sul do Brasil ja foram registrados casos de
pacientes com ambas as fases e com as formas cardiaca e
digestiva da doenga (FERNANDES et al.,, 1997; MAEGAWA et
al., 2003; STEINDEL et al., 2008; FERNANDES et al., 2009),
sendo os Estados do Parana e o Rio Grande do Sul com o maior
numero de casos, especialmente na regido nordeste do Parana
(TOLEDO et al., 1997).

Apesar de no Brasil a transmissdo vetorial do T. cruzi ser
considerada baixa nos dias atuais, de acordo com o Ministério da
Saude (MS, 2012), a doenga de Chagas ainda € umas das
doencas infecto-parasitarias que mais causam morte no Brasil, o
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que leva a uma continua busca de novos conhecimentos para o
tratamento, diagnéstico mais efetivo e entendimento dos seus
aspectos biologicos destes parasitos.

3.2 O diagnéstico diferencial entre Trypanosoma rangeli e
Trypanosoma cruzi

Considerando a reatividade sorolégica cruzada (AFCHAIN
et al., 1979) e o compartiihamento de reservatérios e vetores
(STEINDEL et al., 1994; MACHADO et al., 2000; CHIURILLO et
al., 2003), torna-se evidente a necessidade de diferenciar
inequivocamente o T. cruzi do T. rangeli (GUHL et al., 2002),
especialmente em areas endémicas de Doenca de Chagas
(MACHADO et al., 2000; RAMIREZ et al., 2002; CABALLERO et
al., 2007).

Para isto, diferentes metodologias foram ou estdo sendo
empregadas, como o esfregago sanguineo e o xenodiagndstico.
Apesar do primeiro ser um teste rapido, torna-se pouco
conclusivo devido ao curto tempo e a baixa parasitemia do T.
rangeli nos hospedeiros vertebrados. Ja o xenodiagnostico
apresenta baixa sensibilidade e reprodutibilidade em virtude da
susceptibilidade diferencial de certas espécies de triatomineos a
diferentes cepas de T. rangelie T. cruzi (MACHADO et al., 2001;
GRISARD e STEINDEL, 2011), além da necessidade de
elevados niveis de parasitemia nos hospedeiros mamiferos
(GUHL et al., 2002), tornando inviavel e promovendo o desuso
destes métodos no diagndstico diferencial destes parasitos.

Visando melhorar os indices de sensibilidade e
especificidade neste diagndstico diferencial, algumas técnicas
com o uso de anticorpos monoclonais em ELISA (do inglés,
Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ou em reagbes de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ou ainda a aglutinagdo por
lectinas (DE MIRANDA SANTOS e PEREIRA, 1984; ACOSTA et
al., 1991; STEINDEL et al, 1991) tém sido propostas. As
técnicas de RIFI e ELISA sdo rotineiramente empregadas no
diagnéstico da infecgdo chagasica (CABALLERO et al., 2007),
com a disponibilidade de uma variedade de kits comerciais, os
quais possuem valores de especificidade e sensibilidade
variaveis (UMEZAWA et al., 1996; CABALLERO et al., 2007).
Contudo, nenhum destes testes sdo capazes de identificar
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inequivocamente a infeccdo pelo T. rangeli ou diferenciar a
infeccdo mista por ambos os parasitos.

Para tal, métodos de deteccdo e diferenciagcdo genética,
como analise de perfis de RAPD (do inglés, Random
Amplification of Polymorphic DNA) (STEINDEL et al.,, 1994) e
analise dos genes do spliced leader (mini-exon) (GRISARD,
CAMPBELL, et al., 1999; VALLEJO et al., 2002) foram propostas
como opgdes para o diagnostico e caracterizagédo especificos do
T. rangeli. Porém, como estes testes nao sao utilizados em rotina
laboratorial, os métodos sorolégicos ainda sdo mais apropriados,
apesar da reatividade sorolégica cruzada entre estes dois
parasitos.

Esta reatividade sorolégica cruzada entre T. cruzi e T.
rangeli tem sido objeto de varios estudos ha algum tempo,
permitindo inclusive estimar um compartiihamento de 60% dos
seus constituintes antigénicos soluveis (AFCHAIN et al., 1979;
O'DALY et al., 1994; SALDANA e SOUSA, 1996a). Entretanto, a
maioria destes estudos utilizaram antigenos soluveis de formas
epimastigotas de cultura (AFCHAIN et al., 1979; ANTHONY et
al.,, 1981; GUHL e MARINKELLE, 1982; O'DALY et al., 1994;
ZUNIGA et al., 1997b; UMEZAWA e SILVEIRA, 1999; PEREIRA
et al., 2000; RAMIREZ et al., 2002; CABALLERO et al., 2007;
GRIPPO et al., 2011), o que pode influenciar nas estimativas da
incidéncia do T. cruzi pela ocorréncia de resultados falso-
positivos ou inconclusivos em exames sorolégicos (GUHL et al.,
2002), como ja reportado inclusive em areas nado endémicas
(PARADA et al.,, 2010). Atualmente vem sendo proposta a
substituicdo destes antigenos oriundos de formas epimastigotas
por antigenos recombinantes (BARFIELD et al., 2011) ou por
antigenos de formas tripomastigotas de T. cruzi (BERRIZBEITIA
et al., 2006), apesar da dificuldade e risco na obtengédo destas
formas tripomastigota em culturas.

Desta forma, a utilizagdo de antigenos especificos de
formas tripomastigotas de T. rangeli e T. cruzi em areas
endémicas com sobreposigdo geografica e ecoldgica destes
parasitos, podera reduzir consideravelmente resultados falsos
positivos no diagnostico da Doenga de Chagas e permitir um
melhor detalhamento da distribuicdo do T. rangeli (DE MORAES
et al., 2008). No referido estudo, foram evidenciadas proteinas
estagio-especifico presentes apenas na forma tripomastigota de
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T. cruzi, ndo sendo observadas no T. rangeli, possuindo assim
grande potencial em diagnéstico diferencial. Contudo, ndo foram
identificados ou caracterizados antigenos T. rangeli-especificos.

A identificagdo de novos antigenos especificos para cada
parasito torna-se vital para o incremento da sensibilidade e
especificidade dos métodos de diagndstico soroldgico diferencial.
Para isto, a associacdo entre as analises protedmicas com
ferramentas classicas de determinagdo de antigenos, tem sido
apresentada como uma alternativa para identificar antigenos com
maior rapidez e amplitude (HESS et al.,, 2005; GUPTA et al.,
2009; PERALTA et al., 2010; ZHONG et al., 2010).

Dentre estas, a associacdo entre a analise do perfil
proteico, immunoblottings e a identificacdo de proteinas por
espectrometria de massas vem sendo empregada na
determinagdo de potenciais antigenos ou marcadores de
diferentes organismos patogénicos (FALISSE-POIRRIER et al.,
2006; BOONJAKUAKUL et al., 2007; PINTO et al., 2007;
ZHONG et al., 2010), para doengas como cancer (CECCONI et
al., 2007; INDOVINA et al, 2012) assim como para
tripanosomatideos patogénicos (FORGBER et al, 2006;
BOONJAKUAKUL et al., 2007; HOLZMULLER et al., 2008;
MANFUL et al., 2010; COSTA et al., 2011; COELHO et al., 2012;
NAKAYASU et al., 2012; WEN e GARG, 2012).

3.3 Andlise de proteinas em grande escala

Atualmente ha distintas abordagens empregadas para a
andlise e identificagdo do rol de proteinas de uma célula ou
tecido. As abordagens prote6micas mais utilizadas seguem pelo
menos trés principios basicos sendo: i) a separagao ou resolugéo
das proteinas presentes em uma mistura complexa; ii) a
protedlise (digestdo) das proteinas resultando peptideos e; iii) a
identificagdo dos peptideos por espectrometria de massas (MS)
e a consequente identificagdo das respectivas proteinas (HAN et
al., 2008). Baseadas nestas caracteristicas, a identificacdo de
proteinas presentes em uma fragdo proteica pode ser dividida
em duas abordagens descritas a seguir.

Na primeira abordagem, com o uso de gel (gel-based), as
proteinas sao resolvidas através da eletroforese (SDS-PAGE)
unidimensional (1-D) ou bidimensionais (2-D), seguida da
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protedlise no gel (in-gel) destas proteinas e os peptideos
resultantes sdo identificados por espectrometria de massas (MS)
(ATWOOD et al., 2005; COLASANTE et al., 2006; KOSEC et al.,
2006; CUERVO et al, 2007; ANDRADE et al, 2008;
HOLZMULLER et al., 2008).

Utilizando especialmente a separacdo das proteinas
através de eletroforese 2-D, é possivel resolver centenas de
proteinas em uma Uunica mistura de proteinas. Entretanto,
mesmo com os avangos desta metodologia, como formagéo do
gradiente de pH imobilizado (BJELLQVIST et al.,, 1982), ainda
ocorrem falhas na reprodutibilidade dos perfis de uma mesma
célula ou tecido. Desta forma, a reprodutibilidade do perfil
bidimensional torna-se fundamental para a analise protedmica 2-
D (ASSUMPCAO et al.,, 2011), para isto replicatas técnicas e
biolégicas sdo fundamentais para minimizar os erros inerentes a
esta metodologia (LOPEZ, 2007).

Ja na segunda abordagem, sem o uso de gel (gel-free), as
proteinas sdo submetidas a clivagem proteolitica em solugao,
permitindo que os peptideos resultantes possam ser separados
em cromatografia liquida (LC) utilizando uma ou mais
composicoes de fase estacionaria e cada fragao de peptideos é
submetida a analise por MS (WASHBURN et al., 2001;
MOTOYAMA e YATES, 2008).

A espectrometria de massas (MS) visa identificar a massa
molecular de uma proteina ou peptideo através da sua relagao
massa/carga (m/z) apés um processo de adigdo de carga
(ionizagdo) a estas moléculas (HOFFMANN, 2007). Para tal,
estas moléculas sao ionizadas em fontes de ionizagbes, como o
MALDI (do inglés, Matrix-Assisted Laser Desorpion lonization) e
o ESI (do inglés, Electrospray lonization) (HOFFMANN, 2007),
seguida da analise da relagdo massa/carga (m/z) em um
analisador de massas (e.g. Time-of-flight (TOF), Quadrupole e
lon Trap) (YATES et al., 2009). Com isto s&o obtidos espectros
de massa tipicos de uma determinada proteina ou peptideo,
determinando a sequéncia dos aminoacidos daquele peptideo
através do sequenciamento de novo ou com a comparagao
destes espectros com base de dados de proteinas conhecidas
(MATTHIESEN, 2007).
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3.4 Proteébmica do Trypanosoma cruzi e do Trypanosoma
rangeli

Até o final da década de 1990, o uso da espectrometria de
massas em 7. cruzi estava focada na caracterizacdo das ancoras
de GPlI ou de subprodutos metabdlicos deste parasito
(PREVIATO et al., 1995; SERRANO et al., 1995; HAYNES et al.,
1996). Apenas em 1999, com Brockman e colaboradores (1999),
foram realizados os primeiros estudos que utilizaram a
abordagem protedmica para a identificagdo de proteinas de T.
cruzi ligantes ao MHC | por LC-MS/MS e com Hunter e
colaboradores (2000) caracterizando uma malato desidrogenase
do T. cruzi utilizando MALDI-TOF.

Em meados da década de 1990, com o aprimoramento das
técnicas de sequenciamento de DNA, foram iniciados esforgos
para realizar o sequenciamento do DNA deste parasito
(FERRARI et al., 1997), porém apenas em 2005 foi obtido seu o
sequenciamento gendmico (EL-SAYED et al, 2005), o que
possibilitou o estudo em larga escala da proteémica deste
parasito.

Neste periodo, surgiram os primeiros trabalhos de
proteébmica do T. cruzi em grande escala, tanto utilizando
eletroforese 2-D associada a identificagdo das proteinas por
MALDI-TOF (PABA, SANTANA, et al., 2004; PARODI-TALICE et
al., 2004) quanto por LC-MS/MS (PABA, RICART, et al., 2004).
Entretanto, como até 2004 a sequencia completa do genoma
deste parasito ainda ndo estava disponivel, poucas proteinas
foram identificadas nestes trabalhos, pois mesmo com avancos
nas plataformas de espectrometria de massas, ainda ha uma
dependéncia de boas bases de dados de proteinas da espécie
cujo perfil protedmico esta sendo analisado (PRUESS et al.,
2006; MARTENS e APWEILER, 2009; MARTENS, 2011).

Assim, com o sequenciamento do genoma do T. cruzi em
2005, Atwood e colaboradores (2005) identificaram mais de mil
proteinas distintas através de uma abordagem sem o uso de gel,
incrementando consideravelmente o numero de proteinas
identificadas para este parasito até entao.

A partir de entdo, a analise protebmica vem sendo
empregada na caracterizagédo de proteinas de diversas espécies
de tripanosomatideos (NUGENT et al., 2004; LUU et al., 2006),
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na analise da expresséao diferencial de proteinas entre estagios
de vida de um parasito (NUGENT et al., 2004; CUERVO et al.,
2007) ou mesmo como alternativa para diagnéstico (AGRANOFF
et al., 2005).

Especificamente em T. cruzi, a protebmica vem sendo
utilizada para a identificacdo de proteinas diferencialmente
expressas entre cepas (KIKUCHI et al., 2010), formas do
parasito (PARODI-TALICE et al., 2007; DE GODOY et al., 2012),
identificagdo de proteinas associadas a resisténcia a drogas
tripanosomicidas, como o benzonidazol (ANDRADE et al., 2008),
no entendimento das modificagbes pods-traducionais das
proteinas (DA CUNHA et al, 2006), na identificagdo de
antigenos candidatos a vacinas ou para diagnosticos
imunolégicos (NAKAYASU et al., 2012) ou em proteinas
diferencialmente expressas em determinadas condi¢des as quais
os parasitos sao submetidos (ZHANG et al., 2011; HALL et al.,
2012).

Em contrapartida, o conhecimento acerca do genoma e
proteoma do T. rangeli sempre esteve restrito a alguns genes e
marcadores classicos visando a diferenciagéo do T. cruzi. Com o
intuito de incrementar o conhecimento a respeito do genoma do
T. rangeli, foi realizada a geragédo de EST (do inglés, Expressed
sequence Tags) das formas tripomastigota e epimastigota do T.
rangeli (SNOEIJER et al., 2004; GRISARD et al., 2010),
agregando-se ao estudo do genoma do parasito que esta em
fase final de anotagéo (LNCC, 2011). Neste referido estudo, foi
estimado que o tamanho médio do genoma do T. rangeli é de
124Mb. Com o sequenciamento de 15 milhdes de bases da cepa
SC58 do T. rangeli, foi possivel identificar 7.610 ORF, completas
ou incompletas, sendo destas 5.049 ORF anotadas como
hipotéticas (Dr. Emundo Carlos Grisard, comunicagao pessoal).

Apesar destas bases de dados, ha pouca informacao a
respeito do rol das proteinas expressas pelo T. rangeli, pois em
virtude das regulagdes pos-transcricionais e pos-traducionais em
tripanosomatideos, pode existir uma disparidade entre a
quantidade de transcritos e a quantidade de proteinas (GYGI et
al., 1999; HARRISON et al., 2002). Desta forma, a analise
protedmica do T. rangeli torna-se fundamental para o melhor
entendimento das proteinas expressas por este parasito, além de
fornecer suporte a montagem e a acuracia do genoma.
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3.5 As proteinas de superficie de tripanosomatideos

Embora os métodos e equipamentos de espectrometria de
massas tenham avangando na ultima década (DUNCAN, 2012;
THELEN e MIERNYK, 2012), possibilitando a identificagdo de
proteinas pouco expressas ou de dificil solubilizagao, percebe-se
uma tendéncia na analise de grupos especificos de proteinas ou
fragdes celulares. Em tripanosomatideos podemos citar a analise
de proteinas fosforiladas (fosfoprotedbmica) (NAKAYASU,
GAYNOR, et al.,, 2009), proteinas ribossémicas (AYUB et al.,
2009), proteinas associadas a membrana plasmatica ou de
superficie (ATWOOD et al., 2006; CORDERO et al., 2009;
BROTHERTON et al., 2012) ou secretadas pelas células
(secretoma) (SILVERMAN et al, 2008). Estas dultimas
abordagens tém sido utilizadas para a identificagcdo de alvos
vacinais e de marcadores para o diagnostico especifico destes
parasitos.

As proteinas associadas a membrana plasmatica ou de
superficie (SP) estdo envolvidas diretamente em eventos
biolégicos de interagdo com o0s hospedeiros, como
reconhecimento, adesao e penetragao nas células, bem como na
regulagéo do transporte de nutrientes para o interior do parasito,
responsaveis pelo mecanismo de sinalizagao celular (EPTING et
al., 2010), além de induzir resposta imune (ALMEIDA e
GAZZINELLI, 2001). Sendo assim, estas proteinas de superficie
sdo interessantes alvos para diagnostico, tratamento de doengas
ou fatores de viruléencia (MUIA et al, 2010). Em
tripanosomatideos sédo descritas como importantes imunogenos
para os hospedeiros mamiferos (BUSCAGLIA et al., 2006),
tornando-as importantes alvos para a aplicaggo em
sorodiagnostico.

Estima-se que as proteinas de superficie constituem cerca
de 25% de todas as proteinas celulares (TUSNADY e SIMON,
2001a; b) e estdo associadas a membrana por meio de
interagdes eletrostaticas, pontes de hidrogénio, por &ancoras
lipidicas covalentemente ligadas a membrana ou ainda
associadas firmemente com as membranas por interagoes
hidrofébicas de seus dominios trans-membranares (DTM)
(TUSNADY e SIMON, 2001b).
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Estas proteinas podem ser divididas em dois grandes
grupos, sendo: (i) as proteinas associadas a membrana
plasmatica, tanto proteinas integrais de membrana
(transmembranares) ou associadas a uma camada da membrana
plasmatica e, (ii) as proteinas extracelulares de superficie, que
participam da formagdo do glicocalice, como por exemplo as
proteinas ligadas a ancoras de Glicosilfosfatidilinositol (GPI).

As proteinas ancoradas em GPl sdo as proteinas
glicoconjugadas mais abundantes na superficie de T. brucei
(OVERATH et al., 1994), T. cruzi (FRASCH, 2000; NAKAYASU,
YASHUNSKY, et al., 2009) e Leishmania major (ROJAS et al.,
2008). Em T. brucei, as glicoproteinas variaveis de superficie
(VSG) (do inglés, Variant Surface Glycoprotein) desempenham
papel importante no mecanismo de evasao da resposta imune do
hospedeiro contra este parasito. Em espécies do género
Leishmania, as proteinas GPI estdo envolvidas na resisténcia
das formas promastigotas ao sistema complemento, indugdo da
fagocitose pelos macrofagos e sobrevivéncia das formas
amastigotas no interior do fagolisossomo (BRITTINGHAM et al.,
1995). Ja em T. cruzi, existem proteinas distintas ancoradas em
GPI envolvidas na adesado, invasdo e sobrevivéncia deste
parasito nas células hospedeiras (FERGUSON, 1997).

Estas proteinas estdo ancoradas na sua porgao C-terminal
a uma molécula de fosfatidilinositol (Pl) por meio de uma cadeia
formada por agucares ligada a um fosfato associado a um etano-
amina, formando um complexo conhecido como core
(FERGUSON, 1997). A ligagao da proteina a &ncora acontece no
reticulo endoplasmatico através de um mecanismo de
transaminagdo (MUNIZ e RIEZMAN, 2000).

Devido a abundancia destas proteinas na superficie destes
parasitos e pela sua importdncia na biologia da interagéo
parasito-hospedeiro, diversos trabalhos tém demonstrado uma
grande variabilidade destas glicoproteinas, destacando os
trabalhos que empregam a analise proteémica em grande escala
(LEBEAU et al., 2005; NAKAYASU, YASHUNSKY, et al., 2009;
LACHAPELLE et al., 2011).

Em T. rangeli, as proteinas de superficie tém sido objeto
de estudos, compondo as principais sequéncias de proteinas
depositadas em bancos de dados publicos em funcdo da
necessidade de diferenciacdo com T. cruzi ou com a intencéo de
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melhorar o entendimento bioldgico deste parasito. Apesar do
interesse, estas proteinas foram estudas de maneira pontual,
com pouca ou nenhuma aplicagdo de métodos protebmicos mais
avangados (ANEZ-ROJAS et al., 2006; CUERVO et al., 2006;
MILETTI et al., 2006; PAVIA et al., 2007; SUAREZ et al., 2007;
DIEZ et al., 2008).

Em T. cruzi, as proteinas ancoradas em GPI podem ser
classificadas em familias, sendo as mais importantes, trans-
sialidases (TcTS) como as gp90, gp82 e gp85, mucinas
(TcMUC), proteinas associadas a mucinas (MASP, do inglés
mucin-associated proteins) e as metaloproteases (gp63)
(AGUSTI et al., 1997; POLLEVICK et al., 2000; ACOSTA-
SERRANO et al.,, 2001; BARTHOLOMEU et al., 2009). Estas
proteinas desempenham papel fundamental na interagao entre o
T. cruzi e seus hospedeiros, especialmente na manutencido da
infeccdo nos hospedeiros mamiferos. Como na transferéncia do
acido sialicoda superficie das células hospedeiras para as
mucinas (TcMUC) presentes na superficie célula do T. cruzi, que
€ promovido pela TcTS, auxiliando na interagdo e penetragdo do
parasito na célula hospedeira (FRASCH, 2000), aléem de proteger
as formas tripomastigotas sanguineas da agédo de anticorpos
anti-alfa galactosil (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000). Ja as
proteinas MASP, devido ao grande repertério de proteinas,
podem estar envolvidas na interagdo do T. cruzi com especificas
células hospedeiras (BURLEIGH e WOOLSEY, 2002;
BARTHOLOMEU et al., 2009), bem como no favorecimento do
escape deste parasito da resposta imune do hospedeiro durante
a fase aguda de infecgao (DOS SANTOS et al., 2012).

Até o presente momento, poucas proteinas de T. rangeli
homologas ortélogas as proteinas de T. cruzi foram identificadas
(BUSCHIAZZO et al., 1993; PONTES-DE-CARVALHO et al.,
1993; BUSCHIAZZO et al., 1997). Contudo, a presenga de
transcritos e de ORF no genoma do T. rangeli similares as
proteinas de T. cruzi, suportam a existéncia destas neste
parasito (FERREIRA et al., 2010; GRISARD et al., 2010).

As mucinas ndo foram identificadas em T. rangeli em
trabalhos anteriores (ABATE et al., 2005), da mesma forma que
as MASP. Em contrapartida, as proteinas homologas as trans-
sialidases de T. cruzi ja foram reportadas para o T. rangeli
(TrSial) (SALDANA et al., 1998). Estas TrSial ndo apresentam a
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capacidade de transferir o acido sialico da superficie das células
hospedeiras para a superficie do parasito como em T. cruzi
(PONTES-DE-CARVALHO et al., 1993), fator fundamental para a
adesao e penetragao nas células hospedeiras.

Além destas, outra proteina da familia das trans-sialidases,
a glicoproteina (gp85), foi descrita para o T. rangeli e esta
relacionada com o estabelecimento da infeccao deste parasito
nos hospedeiros invertebrados (ANEZ-ROJAS et al., 2006;
PENA et al., 2009). Também, trabalhos recentes demonstram
que este parasito apresenta proteinas ortdlogoas as
metaloproteases (gp63) de T. cruzi, porém sem a caracterizagéo
ou determinacdo da sua expressdo na superficie do parasito
(FERREIRA et al., 2010).

Outros tipos de ancoramento na membrana encontrados
em tripanosomatideos sdo as ancoras miristoil e palmitoil
(MAURER-STROH et al., 2002; PRICE et al., 2005). A proteina
flagelar ligante a calcio (FCaBP, do inglés, Flagellar calcium-
binding protein) de T. cruzi € um exemplo de proteina ancorada a
membrana do parasito por meio de uma ancora miristoil. Esta
proteina desempenha papel fundamental na estruturagdo da
bolsa flagelar e na localizagdo do flagelo do parasito,
especialmente nas formas tripomastigotas sanguineas (PINTO et
al., 2003; WINGARD et al., 2008).

Outras proteinas que requerem uma atengéo especial para
o entendimento biolégico dos organismos, sdo as proteinas
associadas a membrana. Estas executam fungbes bioldgicas
importantes, tais como transducdo de sinal e transporte de ions
(SUAREZ et al., 2007), sendo passiveis de modificagbes pos-
traducionais como glicolisagoes e fosforilagbes (HA, 2009). Por
conta destes aspectos bioldgicos importantes, a industria
farmacéutica tem considerado promissor o estudo destas
proteinas, pois os receptores de membrana, as proteinas de
canal ou de transporte podem mediar resisténcia adquirida a
drogas, ou servir como alvo quimioterapico, uma vez que
pequenas moléculas podem interagir com os dominios trans-
membranares inativando estes transportadores (MOORE et al.,
2008).

Entretanto, em virtude da alta hidrofobicidade e da baixa
abundancia destas em relagao as proteinas citosodlicas, a analise
deste grupo de proteina torna-se mais complexa. Desta forma,
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ha métodos que visam a obtencdo de fragbes enriquecidas deste
grupo de proteinas, como o fracionamento por ultracentrifugagao
(VOORHEIS et al., 1979; BRASCHI et al., 2006; BRIDGES et al.,
2008). Ha ainda, metodologias que utilizam ligantes as proteinas
de superficie, como biotina (STOLZ, 2003; SIDIBE et al., 2007)
ou lectinas ligantes a manose (ATWOOD et al., 2006), entre
outros. Utilizando estas abordagens, proteinas exclusivamente
de membrana ou superficie foram identificadas em diversas
formas de T. cruzi (TAMBOURGI et al., 1993; DETKE, 2007),
embora ainda possam existir algumas proteinas citosolicas
nestes extratos (BRIDGES et al., 2008).

A obtencdo de fracbes enriquecidas de proteinas de
superficie utilizando um detergente n&o idnico, Triton-X114
(1,1,3,3-Tetrametilbutil)  fenil-polietilieno  glicol) tem sido
empregado como uma destas estratégias, especialmente em
virtude da facilidade e eficiéncia do método (KO e THOMPSON,
1995). Neste processo, este detergente forma micelas a 23°C
que possibilitam a solubilizacdo de proteinas hidrofébicas ou
anfifilicas nestas condigbes (BORDIER, 1980). Este método ja foi
utilizado para o isolamento e identificacdo de proteinas de
superficie de T. cruzi (QUINONES et al., 2004; CORDERO et al.,
2009), de Leishmania spp. (GARG et al., 2005; WALKER et al.,
2012) e de T. rangeli, porém estes autores nao realizaram a
identificacdo destas proteinas (ANEZ-ROJAS et al., 2006).

Desta forma, a analise protedbmica da superficie das
formas tripomastigotas de T. rangeli possibilitara, além do
conhecimento do rol de proteinas expressas, a identificacdo de
proteinas com potencial para utilizagdo em diagnoéstico
diferencial entre o T. rangelie o T. cruzi.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo e obtencéo dos parasitos

As cepas dos parasitos utilizados neste trabalho sao
provenientes do criobanco do Laboratério de Protozoologia (MIP
/ UFSC). As formas epimastigotas das cepas Choachi de T.
rangeli (KP1+) e Y de T. cruzi (Tcll) foram cultivadas e mantidas
com passagens semanais em meio LIT suplementado com 10%
de soro bovino fetal (SBF) a 27°C.

Para a obtengéo das formas tripomastigotas de T. rangeli
utilizando um protocolo adaptado de Koerich e colaboradores
(2002), conforme descrito por Stoco (2010). Aproximadamente
120 X 10° parasitos (epimastigotas) em fase exponencial de
crescimentos em meio LIT foram lavados duas vezes com
tampéo fosfato-salina (PBS) 1X pH 7,4 e cultivadas em garrafas
de 25 cm? com meio DMEM pH 8,0 (1 g/L de glicose)
suplementado com 5% de soro bovino fetal (SBF) e 6 mM de L-
glutamina. O processo foi acompanhando através da
quantificagdo dos parasitos por contagem direta em cémara de
Neubauer e a visualizagdo das formas através de microscopia
Otica apos coloragdo com Giemsa (Merck, Darmstadt). Apos o
oitavo dia foram obtidos aproximadamente 1 X 10° parasitos, dos
quais aproximadamente 97% eram formas tripomastigotas de T.
rangeli. Os parasitos foram lavados trés vezes em PBS estéril
(pH 7,4) por centrifugagdo a 1.500 x g por 10 minutos em
temperatura ambiente e o0s sedimentos de parasitos
imediatamente armazenados a -80°C até o uso.

As formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y foram
obtidas a partir da infecgcdo de monocamadas de células Vero em
meio DMEM pH 7,5 suplementado com 5% de SBF a 37°C em
atmosfera de 5% CO,. Apos 72 horas de infecgéo, diariamente
os sobrenadantes foram coletados e centrifugados a 300 x g
durante 30 minutos em temperatura ambiente e mantidos em
repouso por uma hora a 37°C. As formas tripomastigotas de T.
cruzi foram obtidas a partir da coleta do sobrenadante desta
cultura em repouso obtendo-se aproximadamente 1 x 10°
parasitos, dos quais 80-85% eram formas tripomastigotas. Estes
parasitos foram lavados trés vezes em PBS, conforme descrito
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anteriormente, e armazenados a -80°C até o uso (EGER-
MANGRICH et al., 2001).

4.2 Antissoros de animais experimentalmente infectados

Para a obtengcdo de antissoros, grupos de cinco
camundongos Balb-C com seis semanas de vida foram
infectados via intraperitoneal com 10%/10° formas tripomastigotas
de T. rangeli ou de T. cruzi, respectivamente. A parasitemia de
cada animal foi acompanhada através de exames semanais e
apos 30-45 dias os animais foram anestesiados, o sangue obtido
através de pungao cardiaca e mantido em repouso por uma hora
a 4°C. Os antissoros policlonais (anti-T. rangeli e anti-T. cruzi)
foram entdo obtidos através de centrifugagdo a 300 x g por 10
minutos em temperatura ambiente, divididos em aliquotas e
armazenados a -80°C até o uso.

Da mesma forma, antissoros de quatro animais néao
infectados e inoculados via intraperitoneal com PBS foram
obtidos conforme o acima descrito e utilizados como controles
negativos.

Todos o0s procedimentos envolvendo animais de
experimentacdo foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da UFSC  (Processo CEUA:
23080.025618/2009-81).

4.3 Extragdo de proteinas soltveis

A obtencdo dos extratos proteicos sollveis das formas
epimastigota e tripomastigota de T. rangeli e de T. cruzi foi
realizada a partir de trés replicatas bioléogicas com
aproximadamente 1 x 10° parasitos, formadas por agrupamentos
de diferentes culturas simultdneas do mesmo parasito/forma.
Esta metodologia foi escolhida pois segundo Karp e
colaboradores (2011), o agrupamento de varias culturas pode ser
utilizada quando nao é possivel realizar varias replicatas técnicas
a partir de uma mesma replicata biolégica, mantendo o poder de
detecgdo de variagdes biologicas.

A estes sedimentos celulares/parasitos foi adicionada
uma solugao de 40 mM Tris-HCI pH 7,4 suplementada com 1 mM
de um coquetel de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, St.
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Louis) na razdo de trés vezes o seu volume. Em seguida o
homogeneizado foi submetido a lise celular por sonicagdo em
banho de gelo, com quatro pulsos de 20 segundos, em intervalos
de um minuto entre cada pulso, na poténcia 10 (60 Sonic
Dismembrator®, Thermo Fischer Scientific, Rockford). Em
seguida foi adicionado 1% de Triton X-110 e homogeneizado
intensamente duas vezes durante 30 segundos. As amostras
foram entdo centrifugadas a 14.000 x g por 30 minutos a 4°C
obtendo assim um extrato de proteinas sollveis no
sobrenadante, sendo armazenadas a -80°C até o momento do
uso.

A concentracao proteica foi determinada pelo método de
Bradford (Biorad, Hercules) utilizando gradiente de concentragao
de albumina (BSA) como proteina padrao.

4.4  Obtengéao de fragcdo enriquecida de proteinas de superficie
(SEP)

Para a obtengdo de proteinas da superficie (SP) das
formas epimastigota e tripomastigota dos respectivos parasitos
foi seguido o protocolo descrito por Ko e Thompson (1995)
(Figura 4), utilizando trés replicatas biolégicas obtidas conforme
descrito no item 4.3. Em virtude da obtencédo das formas de T.
cruzi a partir de células Vero infectadas, foi realizado o mesmo
procedimento com estas células como controle.

Aos sedimentos de parasitos foi adicionado 1 mL de
tampéao de lise (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 2% Triton
X-114) suplementado com 1mM de um coquetel de inibidores de
proteases (Sigma-Aldrich), permanecendo por uma hora em
gelo, com agita¢des de 30 segundos a cada 10 minutos.

Em seguida o homogeneizado foi centrifugado por 8.800
x g durante 10 minutos a 0°C e o sobrenadante resultante (fragao
S1) transferido para um novo tubo e acondicionado a -20°C
durante 24 horas. Ja ao precipitado, foi adicionado de 1 mL do
tampé&o A (150 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,06% Triton
X-114, suplementado com 1 mM de um coquetel de inibidores de
proteases (Sigma-Aldrich)), incubado em gelo por 10 minutos e
centrifugado por 8.800 x g durante 10 minutos a 0°C, obtendo
assim uma fracdo sobrenadante (SBA) e uma fragdo do
precipitado (P1), ambas armazenadas em -80°C.
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Apdés 24 horas a fragdo S1 foi descongelada em
temperatura ambiente (TA) durante cinco minutos e entéo
incubada em banho a 37°C durante 12 minutos, seguindo uma
centrifugagédo a 3.000 x g por trés minutos a TA, gerando uma
mistura com duas fases, uma superior (fragdo S2) e outra inferior
rica em detergente. Apos a transferéncia da fase superior para
um novo tubo, foi adicionado trés vezes o volume a fase inferior
de tampdo A, homogeneizado e incubado em gelo por 10
minutos. Em seguida o homogeneizado foi incubado em banho a
37°C durante 10 minutos e centrifugada a 3.000 x g por trés
minutos a TA, formando novamente uma mistura com duas
fases: uma inferior rica em detergente e uma superior (fragdo S3)
que foi transferida para um novo tubo.

A esta fase inferior foi adicionado trés vezes o volume de
tampéo A, homogeneizada, incubada por 10 minutos em gelo e,
apos centrifugagao a 18.000 x g por 10 minutos a 0°C, foi gerada
uma fragdo sobrenadante (S4) e um precipitado (P2). A fragéo
S4 foi transferida para um novo tubo e a esta foi adicionado trés
vezes o volume do tamp&o A, sendo novamente homogeneizada,
incubada em gelo por 10 minutos e a 37°C por outros 10
minutos. Apos centrifugagdo a 3.000 x g por trés minutos em TA,
foi gerada uma mistura com uma fase superior (fragdo S5) e uma
fase inferior rica em detergente, denominada neste trabalho de
fragdo enriquecida com proteinas de superficie (SEP).

Esta fracao SEP foi precipitada com trés volumes de
acetona gelada 100% e incubada a —80°C por 30 minutos. Em
seguida as proteinas foram recuperadas por centrifugagdo a
18.000 x g em 0°C por 15 minutos e apdés a remogdo do
sobrenadante o precipitado foi mantido em repouso a TA por 10
minutos e congelados a —80°C até o momento do uso.
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3 x 108 parasitos

Lise celular com 2% Triton X-114
Centrifugagéo 8.000 X g

Precipitado ‘ Sobrenadante (S1)

Re-extragdo com 0.06% de Triton X-114 Incubagao -20C por 24 horas
Incubagéo em gelo por 10 minutos Separagéo das fases a 37°C
Centrifugagéo 8.000 x g 0°C Centrifugagéo 3.000 x g

1 1

Sobrenadante Precipitado Fase Aquosa Fase rica em
(SBA) (P1) (S2) detergente

Re-extragdo com 0.06% de Triton X-114
Incubag@o em gelo por 10 minutos
Separagao das fases a 37°C
Centrifugacdo 3.000 x g

1

Fase Aquosa Fase rica em
(83) detergente

Re-extragdo com 0.06% de Triton X-114
Incubagao em gelo por 10 minutos
Centrifugagdo 18.000 x g 0°C

1

Sobrenadante Precipitado
(S4) (P2)
Re-extragao com 0.06% de Triton X-114
Incubagéo em gelo por 10 minutos
Separagao das fases a 37°C
Centrifugagéo 3.000 x g
[ 1

FaseAquosa Fase rica em detergente
(S5) (SEP)

Figura 4: Esquema da metodologia para obtengcdo da fragéo

enriquecida com proteinas de superficie (SEP) utilizando o Triton X-114.
Fonte: Adaptado de Ko e Thompson (1995)

4.5 Eletroforese unidimensional (1-D) de proteinas em
condigées denaturantes (SDS-PAGE)

Os extratos de proteinas soluveis (25 ug) e as fragdes
celulares obtidas durante a extragcdo com o detergente Triton X-
114 (30 pg), foram submetidas a eletroforese de gradiente
NuPage® Novex® Bis-Tris mini gel 4-12% (Invitrogen, Carlsbad).
Estas fragdes foram solubilizadas com 10-20 pyL de tampao SDS
(2 mM SDS, 22 % Glicerol, 100 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1 mM de
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um coquetel de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich). Apds a
quantificagdo das proteinas por Bradford (Biorad), em torno de
25-30 pug de cada fragdo foram solubilizadas com 2,5 yL de
tamp&o de corrida NuPage® LDS e 1 yL de agente redutor
(DTT), aquecidas durante 10 minutos a 70°C e resolvidas por
uma hora a 40mA. Estes géis foram corados com Azul de
Coomassie G-250 ou nitrato de prata (Pierce® Silver Stain kit for
Mass Spectrometry, Thermo Fischer Scientific, Rockford).

4.6 Perfil eletroforético bidimensional (2-D) das proteinas
soluveis das formas tripomastigotas de Trypanosoma
rangeli e de Trypanosoma cruzi

Os perfis 2-D das proteinas soluveis das formas
tripomastigotas de T. rangeli e de T. cruzi utilizaram triplicatas
biolégicas compostas de 2,0 mg de proteinas para o mapa
referéncia e 500ug para as analises de immunoblotting 2-D.

Para tal, as proteinas soluveis de ambos os parasitos
foram precipitadas com 1 mL de acetona contendo 20% de acido
tricloroacético (TCA) durante 16 horas a -20°C. Em seguida
foram submetidas a centrifugagdo por 12.000 x g durante 12
minutos a 4°C, onde foi obtido um precipitado contendo as
proteinas de interesse. Este precipitado foi entdo lavado cinco
vezes com 1mL de acetona gelada e centrifugado novamente 12
minutos a 4°C por 13.000 x g.

A este precipitado foi adicionado 250 pL tampao de
solubilizagédo (7 M Ureia, 2 M Tiouréia, 2% CHAPS, 40 mM
ditiotreitol (DTT) e 1% de anfdlitos (3-10)® (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala) e mantido em repouso a TA durante uma
hora. Apos este periodo, o sobrenadante, contendo as proteinas
solubilizadas, foi incubado por 16 horas a TA com as tiras de gel
IPG Strips pH 3-10® (GE Healthcare Bio-Sciences AB) de 13 cm
X 3 mm (perfil 2-D) ou 7 cm x 3 mm (ensaios de immunoblotting),
em aparato especifico coberto com 6leo mineral para prevenir a
oxidagao das proteinas e ressecamento do gel durante o periodo
de hidratacéao.

As tiras foram entao submetidas a eletrofocalizagdo em
equipamento IPGPhor3® (GE Healthcare Bio-Sciences AB). Tiras
de 13 cm foram submetidas a eletrofocalizagdo por
aproximadamente 12 horas sob as seguintes condi¢cdes: 500V
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constante por 4:30 horas, um gradiente de 8.000V até atingir
8.200Vhr, 8.000V constante até acumular 40.000 Vhr, outro
gradiente de 200 V por 20 minutos a 20°C (VAN DEURSEN et
al., 2003). Ja as tiras de 7 cm foram focalizadas durante
aproximadamente quatro horas sob as seguintes condig¢des:
300V constante por 2:30 horas, gradiente de 1.000V até atingir
300Vhr, seguido de 5.000V constante até acumular 4.000Vhr e
gradiente de 200V por 20 minutos a 20°C.

Em seguida, as proteinas foram submetidas a separagéo
por eletroforese SDS-PAGE. Para tal, as tiras oriundas da
eletrofocalizagdo foram incubadas por 20 minutos em 10mL de
tampéo de equilibrio SDS | (75mM Tris—HCI, pH 8.8, 6M uréia,
30% glicerol, 2% SDS, 10 mg/mL DTT e 1% azul de bromofenol
a 0,002%) e, em seguida, com 10mL de tampé&o de equilibrio
SDS 1l (75mM Tris—HCI pH 8.8, 6M ureia, 30% glicerol, 2% SDS,
45mg/ml iodoacetamina e 1% azul de bromofenol a 0,002%)
durante 20 minutos. As tiras foram, entdo, alocadas sob a
superficie do gel e recobertas com solugédo selante de agarose
contendo tamp&o de corrida (10% SDS, 10mM de §-
mercaptoentanol, 20% de Glicerol, 200mM de Tris-HCI pH 6,8 e
0,05% de azul de bromofenol). As amostras foram resolvidas a
30mA por 16-20 horas (tiras 13 de cm) ou durante duas horas a
10mA (tiras de 7 cm) por aproximadamente 19°C.

Para a visualizagdo das proteinas, os géis 2-D foram
corados com Azul de Coomassie R-250. Para tal, os géis foram
submersos em cinco volumes de solugéo corante (0,25% de Azul
de Coomassie R-250, 10% de acido acético e 45% de metanol)
durante aproximadamente quatro horas em temperatura
ambiente sob agitagdo constante, sendo na sequéncia
descorados em solugdo de 30% de metanol e 10% de acido
acético.

4.7 Ensaios de immunoblotting com géis unidimensionais (1-D)

Os ensaios de immunoblotting com géis 1-D foram
realizados tanto com as proteinas sollveis quanto com as
fragbes SEP. Para tal, foram realizadas em triplicadas utilizando
cerca de 20ug e 30ug das proteinas soluveis e da fragdo SEP,
respectivamente, das formas tripomastigotas de T. rangeli e T.
cruzi. Apos a resolucao das proteinas em gel NuPage (4-12%),



32

as proteinas foram transferidas para membranas de PVDF (iBlot
Gel Transfer Stacks) através de sistema iBlot Gel Transfer
Device (Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante e
reveladas utilizando kit comercial Western Breeze Chromogenic
Immunodetecion Kit (Invitrogen). Para isto, as membranas foram
incubadas com solugdo de bloqueio por 30 minutos, lavadas
cinco vezes por cinco minutos com agua ultrapura sob agitagao,
e incubadas durante 60 minutos a TA com antissoros anti-T.
cruzi e T. rangeli (1:1.000) e negativo (1:40), diluidos em solugéo
de diluigdo. Apos esta incubagdo as membranas foram lavadas
com solugdo de limpeza e incubadas por 30 minutos a TA com
anticorpo secundario anti-camundongo conjugado com fosfatase
alcalina. Por fim, as membranas foram novamente lavadas com
agua ultrapura por dois minutos e incubadas por 10 minutos com
solugado cromogénica.

4.8 Ensaios de immunoblotting com géis bidimensionais (2-D)

Apos a resolugcdo em eletroforese 2-D, as proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (GE
Healthcare Bio-Sciences AB) em tampao de transferéncia (Tris
25 mM, Glicina 192 mM, 20% Metanol) durante duas horas a 25
V (TOWBIN et al., 1979). Em seguida, as membranas foram
incubadas coradas com Ponceau (Ponceau-S 0,1% em acido
aceético 10%) e os padrdes de massas moleculares identificados
e assinalados.

As membranas foram bloqueadas em solugdo PBS-
Tween 20 (0,1%) contendo 5% de leite em pd desnatado a 4°C
por 12 horas. Apos cinco ciclos de lavagem em solugdo de
limpeza (PBS-Tween 20 0,1%) as membranas foram incubadas
durante 90 minutos a 37°C com os antissoros (anti-T. cruzi e
anti-T. rangeli) de camundongos nas diluicbes de 1:400 e 1:40
para soros de camundongos nao infectados em solugao de
diluicao (PBS-Tween 20 0,1%) com 2% de leite em p6. Em
seguida, as membranas foram lavadas novamente e incubadas
durante 60 minutos sob agitagdo com o conjugado anti-Ilg de
camundongo (Promega, Madison) com peroxidase diluido
1:10.000 em solugdo de diluicdo. As membranas foram entéo
lavadas cinco vezes por cinco minutos com solugdo de limpeza.
A revelacdo das proteinas marcadas pelos antissoros foi



33

realizada por quimiluminescéncia utilizando kit ECL Pierce®

(Thermo Fischer Scientific) e expostas a filmes radiograficos e,
apoés o periodo de exposicdo, reveladas imediatamente em
equipamento SRX-101A™ (Konica Minolta Medical Imaging U.S.A
Inc., Wayne).

4.9 Obtengéao e processamento das imagens

Os géis e membranas foram digitalizados em
equipamento /mageScanner ™Il (GE Healthcare Bio-Sciences
AB) e o programa LAB-SCAN® (GE Healthcare Bio-Sciences AB)
de acordo com as especificagdes do fabricante. As analises dos
perfis e das membranas 2-D foram realizadas através do
programa ImageMaster™ 2D Platinum (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, SE). Ja as imagens dos géis 1-D foram
analisadas em programa ImageQuant ™TL (GE Healthcare Bio-
Sciences AB).

4.10 Digestéo proteolitica das proteinas nos géis coletados (in-
gel)

As proteinas reveladas nos ensaios 2-D e 1-D corados
com Azul de Coomassie, denominados neste trabalho de spots
proteicos ou bandas de proteinas, respectivamente, foram
coletados e acondicionados em microtubos estéreis a -20°C até
o processamento para a analise por espectrometria de massas
(MS).

Cada spot ou banda foi previamente tratado com 500 uL
de solugéo descorante | (50% metanol/5% acido acético) durante
duas horas sob agitagdo a TA. Em seguida, incubados com 200
uL de solucado descorante Il (50% acetonitrila (ACN) em 5 mM de
carbonato de amdnia (NH4HCO3) durante uma hora em agitagao
a 37°C e desidratados com 200 uL de acetonitrila (ACN) durante
cinco minutos. O excesso de ACN foi removido em centrifugagao
sob vacuo (SpeedVac, Eppendorf) durante 30 minutos a TA.

Apos esta etapa de descoloracdo e desidratagdo, os
spots/bandas foram tratados com 10mM de DTT para a redugéo
dos grupamentos tiol das cisteinas durante 30 minutos a 60°C,
seguido da alquilagdo destes grupos tiol com 50mM de
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iodoacetamida (IAA) durante 30 minutos a TA ao abrigo de luz.
Posteriormente os géis foram novamente incubados com solugéo
descorante Il e desidratados com ACN conforme descrito
anteriormente.

Na sequéncia, as proteinas foram submetidas a digestéo
proteolitica in-gel com tripsina (Promega). Para tal, foi utilizado 1
ug de tripsina em 5 mM NH4HCO3; com 1 mM CaCl, pH 8,0
durante 16 horas a 37°C e apds este periodo a digestdo foi
interrompida com 175 mM HCI (pH 7,5).

Os peptideos foram extraidos do gel com 100 uL de
solugdo descorante Il durante duas horas a 37°C, sendo o
sobrenadante contendo os peptideos transferido para um novo
tubo e os geéis submetidos a novo tratamento com 50ul de uma
solugdo descorante | durante uma hora a 37°C. Apds este
periodo, o sobrenadante foi transferido para o tubo contendo o
sobrenadante obtido na primeira etapa de extragcdo. Em seguida,
a solugdo contendo os peptideos foi desidratada por
centrifugagdo a vacuo (SpeedVac, Eppendorf) e os peptideos
reconstituidos com 10 ul de 0,1% acido formico (AF).

4.11 Digestao proteolitica das fragcées enriquecidas com
proteinas de superficie (SEP) em solugéo (in-solution)

As digestbes em solugdo das fragbes SEP foram
realizadas seguindo os mesmos protocolos descritos acima,
excetuando a etapas de descoramento do géis e recuperagao
dos peptideos. Resumidamente, as fragdes SEP foram
reconstituidas com 20 ulL de solugéo de uréia 8 M em NH4HCO;
e 30 ug de cada fragdo foi submetida a reducdo (DTT),
alquilacédo (IAA), digestdo proteolitica utilizando 2 ug de tripsina
(Promega) e a digestao foi interrompida com 175 mM HCI (pH
7.5). A solugdo foi entdo desidratada em centrifuga a vacuo
(SpeedVac, Eppendorf) e os peptideos foram recuperados com
25ul de 0,1% de AF.

Para as anadlises subsequentes por LC-ESI-MS/MS
houve a necessidade de remover os tragos de detergente (Triton
X-114) nas amostras, para evitar a interferéncia deste na
cromatografia liquida. Para isto, utilizamos colunas comerciais
para remocdo de detergente seguindo as instrugbes do
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fabricante (Detergent Removal Spin Columns Pierce®, Thermo
Fischer Scientific).

4.12 Anélise por espectrometria de massa in tandem (LC-ESI-
MS/MS) das proteinas soltveis obtidas a partir da
eletroforese 2-D

A identificagdo dos peptideos resultantes da digestdo em
gel das proteinas presentes nos spots selecionados nos perfis 2-
D das formas tripomastigota de T. rangeli e de T. cruzi foi
realizada em plataforma LC-ESI-MS/MS, composta por sistema
de cromatografia liquida NanoAcquity (Waters, Milfor) acoplada
em linha com espectrobmetro de massas QTof Premier (Waters)
no Centers for Disease Control and Prevention (CDC/USA) ou
em plataforma composta pelo mesmo sistema de cromatografia
liquida acoplada em linha com espectrémetro de massas QTof
Micromass (Waters) na Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS).

Para tal, 4 uL de cada digestdo foram injetados em uma
coluna de fase reversa com tamanho de 300 um x 5 mm PepMap
C18™ Trap (Waters) em um fluxo de 20.000 wl/minuto durante 1
minuto, objetivando a remogdo do excesso de contaminantes e
para promover a concentracdo dos peptideos. Apés 10 minutos,
os peptideos foram eluidos diretamente para uma coluna
analitica (75 wm x 15 cm) de fase reversa C18 PepMap c18™
(Waters) com fluxo de 300 nL/minuto e gradiente formado pelo
solvente A (0,1% de FA em &agua com pureza para HPLC) e
solvente B (0,1% de FA em ACN) nas seguintes condicdes:
aumento da concentragdo do solvente B de 5 a 35% em nove
minutos e até 85% em um minuto, em seguida diminuicao até 1%
do solvente B em um minuto. Entre cada analise houve a
regeneracgao da coluna durante 10 minutos com 1% do solvente
B.

O espectrometro de massas modelo Qfof Premier foi
configurado para realizar aquisicdes do tipo DDA (do inglés,
Data-Dependent Analysis), operado em modo positivo (ES+) com
voltagem na fonte de 5V. Apenas ions carregados 2+, 3+ e 4+
foram analisados dentro da janela de aquisi¢gdo para os ions MS
de 400-1.500 m/z durante um segundo, com intervalos de
aquisicdo de 0,1 segundo. Os trés ions mais abundantes na
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primeira analise de massas (MS) foram submetidos a
fragmentagdo (CID) por trés segundos com janela aquisigao
entre 100 — 1.500 m/z, gerando assim o espectro MS/MS de ions
2+, 3+ e 4+ resultantes do ion (peptideo) fragmentado.

Ja o espectrometro de massas modelo Q-Tof Micromass
foi também configurado para realizar aquisigdes do tipo DDA,
operado em modo ES+. Porém a janela de aquisigdo dos ions
MS foi configurada entre 300-2000 m/z. Os dois peptideos mais
abundantes foram submetidos a fragmentacao CID (35eV) por 3
segundos com intervalo de aquisigdo entre 50 — 3000m/z.

4.13 Anélise por espectrometria de massas in tandem (LC-ESI-
MS/MS) das proteinas presentes nas fragbes enriquecidas
com proteinas de superficie (SEP)

Os peptideos oriundos da digestdo das proteinas da
fragdo enriquecidas com proteinas de superficie (SEP) obtidos
tanto por meio da digestdo em gel quanto por meio de solugéo
também foram analisados em plataforma LC-ESI-MS/MS, porém
esta era composta por sistema de cromatografia liquida
NanoAcquity (Waters) acoplado em linha com espectrémetro de
massas Nanospray LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fischer
Scientific) no Centers for Disease Control and Prevention
(CDC/USA).

Brevemente, 3 uL de cada digestdo foram injetados em
uma coluna de fase reversa com tamanho de 300 um x 5 mm
PepMap C18™ Trap (Waters) durante um minuto a um fluxo de
5.000 wl//minuto. Apds 10 minutos os peptideos foram eluidos
diretamente para a coluna (75 um x 15 cm) de fase reversa
analitica C18 PepMap C18™ (Waters) utilizando gradiente com
0s mesmos solventes A e B descritos no item anterior. No caso
das digestbes em gel, o gradiente utilizado foi: aumento da
concentragdo do solvente B de 5 a 40% em 16 minutos, depois
até 95% em um minuto e permanecendo durante trés minutos,
apos, a concentragado do solvente B foi reduzida para 5% em um
minuto e a coluna regenerada com 5% do solvente B por 10
minutos, totalizando 30 minutos de gradiente. Ja no caso das
digestdes em solugédo o gradiente aplicado foi: de 5 a 40% de
solvente B em 100 minutos, 40 a 95% em dois minutos e



37

permanecendo durante 15 minutos, entdo apds a diminuigdo da
concentragdo para 5% de solvente B em dois minutos a coluna
foi regenerada durante 15 minutos com 5% de solvente B,
totalizando 130 minutos de gradiente.

O espectrémetro de massas LTQ Orbitrap Velos (Thermo
Fischer Scientific) foi operado em modo positivo (ES+), com
voltagem da fonte em 35kV e com tipo de aquisicdo de dados
DDA, com janela de 400 até 1.400 m/z e resolugdo de massa
nominal de 60.000, realizando 16 eventos de busca. Os ions
mais intensos foram submetidos a fragmentagdo de baixa
energia (CID), gerando assim espectros MS/MS para cada ion
(peptideo) selecionado. O tempo de aquisigédo foi de 30 minutos
para as analises das peptideos obtidos a partir das digestdes em
gel e de 130 minutos em solugédo.

4.14 Processamento e analise dos espectros de massas

Os dados brutos (raw) de MS/MS oriundos dos
espectrometros de massas qTOF e LTQ Orbitrap Velos foram
processados utilizando o programa MASCOT Distiller® (Matrix
Science, Boston) e a busca na base de dados foi realizada
utilizando o programa MASCOT (Matrix Science). Para tal, foram
elaboradas trés bases de dados, sendo: i) 4.208 sequéncias do
transcriptoma do T. rangeli (iniciais “TREG”) (GRISARD et al.,
2010); ii) genes preditos a partir da primeira montagem do
genoma deste parasito (iniciais “contig”); iii) contendo apenas as
ORF, completas ou parciais, obtidas a partir da segunda
montagem do genoma (iniciais “TR”). Estas ultimas s&o oriundas
de dados do genoma do T. rangeli (TrangeliDB) (LNCC, 2011).
Uma outra base de dados contendo 23.216 proteinas de T. cruzi
obtidas a partir da base de dados TriTrypDB (http://tritrypdb.org,
acessado em 10 de junho de 2011) foi elaborada para a
identificacdo das proteinas de T. cruzi.

A estas bases de dados foram concatenadas sequéncias
de potenciais contaminantes de tripsina de Sus scrofa (P00761),
alcool desidrogenase (ADH) de Saccharomyces sp. (P00330),
bem como sequéncia de queratina humana (Q14533). As bases
de dados resultantes foram automaticamente utilizadas pelo
MASCOT para a geragdo de uma base de dados reversa
(Decoy).



38

Com isto, a busca das proteinas nas bases de dados
utilizando o programa MASCOT foi realizada com os seguintes
parametros: i) peptideo com no maximo uma auséncia de uma
clivagem da tripsina; ii) carbamidometilagdo dos residuos de
cisteina e oxidacado das metioninas como modificagcbes variaveis;
iii) 0,5 Da de tolerancia da massa para peptideos e para os
fragmentos destes peptideos. Em seguida, os resultados do
MASCOT (dat) foram submetidos ao programa Scaffold
(Proteome Software, Portland). Este programa realizou
automaticamente a busca nas mesmas bases de dados e
parametros utilizados no MASCOT através do pacote X!Tandem.

Apos estas etapas, o programa Scaffold foi utilizado para
compilar e validar as proteinas identificadas pelos programas de
busca. Foram consideradas proteinas validas aquelas que
apresentaram pelo menos dois peptideos, com FDR (do inglés,
False Discovery Rate) menor que 1% e com probabilidade de
acerto dos peptideos superior a 95% e 99% para a proteina (de
acordo com o algoritmo Protein Prophet).

4.15 Andlise in silico das proteinas identificadas por MS/MS

Apos a identificacdo das sequéncias por MS/MS, foram
realizadas diversas analises de bioinformatica (Tabela 1) com as
proteinas validas. Para tal, utilizamos as sequéncias preditas das
proteinas disponiveis nas base de dados mencionadas no item
4.14, objetivando identificar dominios trans-membranares
(TUSNADY e SIMON, 2001a; WISTRAND e SONNHAMMER,
2005), peptideos de localizagdo celular ou sitios de clivagem
(EMANUELSSON et al., 2007; HORTON et al, 2007),
modificagbes pos-traducionais (HANSEN et al., 1998; BOLOGNA
et al., 2004; POISSON et al., 2007; REN et al., 2008), anotagbes
funcionais (BARRELL et al., 2009) e bioquimicas (MORIYA et al.,
2007).

Para melhor apresentacéo e visualizagdo dos resultados,
os mesmos foram compilados e apresentados na forma de
figuras, graficos e tabelas resumidas, contendo os dados mais
relevantes do trabalho. Porém os dados brutos foram
apresentados em tabelas suplementares e poderdo ser
requeridas ao autor (glauberwagner@gmail.com).
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Tabela 1: Tabela contendo os programas utilizados nas analises in silico com a descrigao da suas

finalidades.
Programa

BLAST
WolfPsort
HMMTOP
TMHMM
TargetP
SignalP
BepiPred
FragAnchor
NetOGlyc
NMT
PrePS
GOnna

KAAS

Funcao

Andlise de similaridade dos
epitopos com base de dados
pré-formatadas de T. cruzi
Predicado da localizagéo celular
Predicdo de dominios trans-
membranares

Predicdo de dominios trans-
membranares

Predicdo da rota intracelular das
proteinas

Predicdo de peptideo sinal e sito
de clivagem

Predicdo de epitopos lineares
de linfécitos B

Predicao de sitios de
ancoramento a GPI

Predicdo de sitios de O-
glicosilacao

Predicao de sitios de
miristoilagao

Predicao de sitios de prenilagéo

Anotagdo funcional pela Gene
Ontology (GO)

Anotagao funcional e
metabolismo (KEGG).

HTTP
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

http://wolfpsort.org

http://www.enzim.hu/hmmtop/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/
http://navet.ics.hawaii.edu/~fraganchor/NNHMM/N
NHMM.html
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.ht
m

http://mendel.imp.ac.at/PrePS/index.html

http://www.geneontology.org

http://www.genome.jp/tools/kaas/

Referéncia
(ALTSCHUL et al., 1997)

(HORTON et al., 2007)
(TUSNADY e SIMON, 2001a)

(KROGH et al., 2001)

(EMANUELSSON et al.,
2007)
(EMANUELSSON et al.,
2007)
(LARSEN et al., 2006)

(POISSON et al., 2007)
(HANSEN et al., 1998)
(MAURER-STROH et al.,
2002)

(MAURER-STROH e
EISENHABER, 2005)
(MCCARTHY et al., 2006)

(MORIYA et al., 2007)




40



41
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho apresentamos a primeira analise
protebmica das proteinas soluveis da forma tripomastigota
diferenciada in vitro de T. rangeli, bem como a primeira analise
protedmica comparativa das proteinas de superficie das formas
epimastigota e tripomastigota de T. rangeli e T. cruzi. Também a
identificacdo de marcadores de superficie diferenciais destes
parasitos com potencial aplicagdo no diagnostico soroldgico,
através de ensaios de immunoblotting com proteinas acimas
mencionadas identificadas e antissoros de animais infectados
com as formas tripomastigotas de T. rangeli e T. cruzi.

Para o melhor entendimento, separamos este trabalho
em quatro secdes onde na primeira secdo sera apresentado o
perfil protedbmico 2-D das proteinas soluveis da forma
tripomastigota diferenciada in vitro da cepa Choachi de T. rangeli
e da forma tripomastigota da cepa Y de T. cruzi obtida a partir de
infecdo de monocamadas de células Vero. Na segunda parte,
apresentaremos os resultados obtidos através da analise por
immunoblotting 1-D e 2-D utilizando proteinas soluveis destes
parasitos. A terceira parte contempla os resultados referente a
anadlise protedbmica comparativa das proteinas de superficie das
formas epimastigota e tripomastigota de T. rangeli e de T. cruzi.
Finalmente, na quarta segdo, iremos apresentar antigenos de
superficie da forma tripomastigota de T. rangeli com potencial de
aplicagédo no diagnéstico diferencial entre estes parasitos.

5.1 Andlise das proteinas soltveis da forma tripomastigota de
Trypanosoma rangeli diferenciada in vitro

5.1.1 Perfil bidimensional (2-D) de referéncia da forma
tripomastigota de Trypanosoma rangeli

Para a obtencdo do mapa de referéncia 2-D da forma
tripomastigota do T. rangeli, foram utilizadas proteinas soluveis
de trés replicatas bioldgicas da forma tripomastigota diferenciada
in vitro contendo aproximadamente 97-98% tripomastigota.
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Na figura 5 estdo apresentados trés perfis 2-D
representativos da forma tripomastigota de T. rangeli obtidos a
partir das replicatas biolégicas distintas. Estes perfis foram
obtidos com aproximadamente 2,0 mg de proteinas soluveis
resolvidas em tiras de 13 cm com faixa de pl 3-10 e massa
molecular relativa (Mr) entre 20 — 250kDa.

3.0 pl 10.0 3.0 pl 10.0 3.0 pl 10.0

250
150
100

75

50 . e 4- - * : ~v‘ v
37 o . "o

25

20
(A) (B) ()

Figura 5: Perfis 2-D representativos da forma tripomastigota de
Trypanosoma rangeli oriundos de trés diferentes replicatas biologicas. Os
spots destacados em diferentes cores representam spots com pl e MW
similares e com a mesma proteina identificada por espectrometria de
massas, demonstrando a reprodutibilidade dos perfis obtidos no Laboratério
de Protozoologia. Setas: vermelhas (HSP70), verdes (beta tubulina), azuis
(tirosina aminotransferase) e amarelas (proteina 14-3-3). Foram focalizadas
2,0 mg de proteina nos géis A e B, e 2,5mg no gel C e a segunda dimensao
foi realizada em SDS-Page 10% e corados com Azul de Coomassie R-250.

Mesmo considerando as variagdes intrinsecas descritas
para a técnica de eletroforese 2-D, observa-se uma grande
reprodutibilidade destes perfis. Mais de 90% dos spots
apresentaram correspondéncia de pl e Mr através da analise
pelo programa ImageMaster ™ 2D Platinum (GE Healthcare Bio-
Sciences AB). Além disto, foram identificadas as mesmas
proteinas nos spots destacados pelas setas de mesma cor, com
pl e Mr esperados para as respectivas proteinas. As setas
vermelhas indicam spots correspondentes da proteina HSP 70
(TRO7016), as setas verdes a proteina beta tubulina (TR05117),
as setas azuis escuras a proteina tirosina aminotransferase
(TR02148) e as amarelas indicam spots contendo a proteina 14-
3-3 (TR00226).
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Nas trés replicatas biologicas, a maioria das proteinas
detectadas estao entre a faixa de pl 4-8 e com massa molecular
entre 25 — 120kDa, com poucos spots detectados abaixo deste
valor (15, 19, 20, 21, 22 e 23kDa). Entretanto, nota-se que este
perfil é distinto do perfil observado por Parodi-Talice e
colaboradores (2007) para a forma tripomastigota metaciclica de
T. cruzi, o que pode ser esperado em se tratando de espécies
distintas, ainda que filogeneticamente proximas.

Foram detectados 217 spots na replicata biolégica A
(Figura 6), 167 na B e 281 na replicata C (Tabela 2). Apesar da
pequena variagdo na quantidade de spots detectados nos perfis
2-D das diferentes replicatas biolégicas, foram identificadas as
mesmas proteinas em spots com Mr e pl similares em ambos os
perfis 2-D (Figuras 5 e 6), demonstrado boa reprodutibilidade dos
perfis 2-D obtidos nos parametros e condi¢cbes utilizadas.

Pode-se observar baixa resolucdo na separagdo das
proteinas acima do pH 8, similar ao observado por outros autores
utilizando tanto formas epimastigota quanto tripomastigotas de T.
cruzi (PABA, SANTANA, et al.,, 2004; PARODI-TALICE et al.,
2007; ANDRADE et al., 2008; KIKUCHI et al., 2010). Verifica-se
0 mesmo para T. brucei, tendo sido observado uma melhor
resolugédo das proteinas quando utilizado a faixa de pH 4-7 (VAN
DEURSEN et al., 2003). Entretanto, ao utilizar faixas de pH mais
alcalinos (pH 8-12) Magalhdes e colaboradores (2008)
observaram melhor resolugdo das proteinas de T. cruzi nesta
faixa, visto que ha uma quantidade significativa de spots com
baixa resolugéo préximo ao pH 10.

Tabela 2: Tabela-resumo da quantidade spots analisados nas
diferentes amostras bioldgicas da forma tripomastigota de

Trypanosoma rangeli e de Trypanosoma cruzi
Parasito RB?® Numero de spots Proteinas

Detectados Submetidos Positivos ©

ams
T.rangeli  A° 217 216 155 137
B® 167 31 30 25
c° 281 143 88 66
T. cruzi AP 376 291 216 143

? RB: Replicata bioldgica;

® Andlises de MS realizadas no CDC/USA utilizando qTOF Premier,
° Analises de MS realizadas no CBiot/UFRGS utilizando qTOF.

E Com pelo menos uma proteina identificada
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Figura 6: Perfil 2-D das proteinas soluveis (2,0 mg) da forma tripomastigota de Trypanosoma
diferenciada in vitro. Para a primeira dimenséao foram utilizadas com tiras de 13cm com pl 3-10 e para segunda dimenséao
gel SDS-PAGE 10% corado com Azul de Coomassie R-250. Os cédigos de identificacdo dos spots correspondem aos Id no
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Devido a necessidade de um perfil proteébmico do T. cruzi
para as analises comparativas de immunoblotting, também
realizamos a analise do perfil protedbmico da forma tripomastigota
de T. cruzi obtida a partir da infeccao de células Vero (Figura 7),
utilizando as mesmas condi¢gbes para a geragdo e analise do
perfil 2-D de T. rangeli. Apesar do perfil da forma tripomastigota
da cepa Y do T. cruzi obtido no presente trabalho ser distinto do
perfil observado por Parodi-Talice e colaboradores (2007), esta
variacdo pode ser explicada em virtude das diferentes cepas e
origens das formas tripomastigotas utilizadas. Os referidos
autores utilizaram formas tripomastigotas metaciclicas da cepa
Dm28c de T. cruzi obtidas em meio de cultura TAU3AAG.

Todos os spots selecionados foram submetidos a
digestdo proteolitica no gel e os peptideos resultantes foram
identificados através de espectrometria de massas in tandem
(LC-ESI-MS/MS). Desta forma, foram identificados 1.053 e 1.140
peptideos das formas tripomastigotas de T. rangeli e T. cruzi,
respectivamente (Tabelas Suplementares 1 e 2).

Foram analisados 216 spots da replicata bioldgica A de
T. rangeli. Destes, 155 (72%, n=216) apresentaram peptideos
correspondentes a proteinas presentes em uma das bases de
dados utilizadas. Da replicata B foram analisados apenas 31
spots, selecionados de acordo com a localizagao e intensidade,
para confirmar a reprodutibilidade dos perfis obtidos. A replicata
C foi a primeira amostra analisada no presente estudo, tendo
sido utiizado wuma plataforma LC-ESI-MS/MS distinta
(NanoAcquity (Waters) acoplada em linha com espectrometro de
massas Qtof Micromass q-Tof (Waters) e em outro laboratério
daqueles citados nos materiais e métodos, além de uma base de
dados ainda ndo curada e condicbes de separagcdo dos
peptideos distintas. Desta forma, estes fatores podem ter
influenciado na baixa quantidade de proteinas identificadas, 66
em 143 spots analisados nesta replicata C (Tabela 2).
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Figura 7: Perfil 2-D das proteinas soluveis (2,0 mg) da forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi (cepa Y) obtidas a partir
de infecdo de células Vero. Para a primeira dimens&o foram utilizadas com tiras de 13cm com pl 3-10 e para segunda
dimensédo gel SDS-PAGE 10% corado com Azul de Coomassie R-250. Os codigos de identificagdo dos spots
correspondem aos Id na Tabela Suplementar 4.
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Apesar dos avancos nas plataformas de espectrometria
de massas, a qualidade das analises protedbmicas depende
diretamente da qualidade e disponibilidade das bases de dados
gendmicos ou transcriptdbmicos. Normalmente s&o utilizadas
bases contendo genes ou ORF da espécie cujo mapa proted6mico
estd sendo analisado (PRUESS et al, 2006; MARTENS e
APWEILER, 2009; MARTENS, 2011). Até 2010 n&o havia
informagdes disponiveis significativas a respeito do genoma do
T. rangeli, o que poderia levar nao identificacao das proteinas
deste parasito.

Desta forma, foram empregadas duas estratégias para a
analise do genoma deste parasito, a primeira foi a analise do
transcriptoma deste parasito, onde foi possivel obter 4.208
sequéncias nado redundantes de transcritos (GRISARD et al.,
2010).

Apesar do grande numero de transcritos obtidos na
andlise do transcriptoma do T. rangeli, a identificacdo das
proteinas expressas por este parasito baseadas nestes dados
torna-se pouco efetiva, pois devido a regulagdes pos-
transcricionais e pos-traducionais, pode ocorrer uma disparidade
entre a quantidade de transcritos e de proteinas (GYGI et al.,
1999; HARRISON et al., 2002). Desta forma, seria necessario o
sequenciamento de novo de cada um dos peptideos néao
identificados nas analises de MS/MS.

A segunda estratégia de identificagcdo das proteinas
presentes no perfil 2-D do T. rangeli foi realizada com as 7.610
ORF de genes do T. rangeli obtidas com o sequenciamento do
genoma deste parasito, que esta em processo final de anotagao
junto ao Laboratério Nacional de Computacgéo Cientifica (LNCC,
2011).

Utilizando dados do genoma do T. rangeli, foi possivel
identificar 137 distintas proteinas no proteoma 2-D do T. rangeli
(Apéndice A e Tabela Suplementar 3), destacando proteinas
encontradas em diferentes spofs como a beta tubulina
(TR05117), a arginina-quinase (TR00214), a cistationina gama
liase (TR03680), as proteinas de choque térmico HSP70
(TRO7016) e HSP60 (TR06127), além de 27 distintas proteinas
sem funcao definida (Tabela 5). Estes dados representam cerca
de 1,8% do total de ORF preditas para o genoma do T. rangeli.
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Ja para as analises das proteinas do T. cruzi, foram
submetidos 291 spots para analises por LC-ESI-MS/MS e
identificadas proteinas em 216 spots (75%, n=291) (Tabela
Suplementar 4), representando cerca de 1,2% do total de genes
preditos no genoma do T. cruzi.

Estas proporgcbes de spots com proteinas identificas por
espectrometria de massas, bem como a representatividade das
proteinas identificadas destes organismos baseadas nos dados
gendmicos, foram similares as observadas para outros
organismos do mesmo grupo, mesmo utilizando diferentes
meétodos de identificaggo como MALDI-TOF/TOF (PARODI-
TALICE et al., 2004; PARODI-TALICE et al., 2007; KIKUCHI et
al., 2010).

Foram identificadas 143 proteinas distintas de T. cruzi
em uma unica replicata biolégica analisada por espectrometria
de massas, utilizamos a base de dados de sequéncias proteicas
de T. cruzi disponiveis na plataforma EuPathDB (ASLETT et al.,
2010).. Dentre as proteinas encontradas em mais de um spot
estdo a beta tubulina (Tc00.1047053506563.40) e a alfa tubulina
(Tc00.1047053411235.9), HSP60 (Tc00.1047053507641.290),

HSP70 (Tc00.1047053511211.160), HSP85
(Tc00.1047053507713.30), tiolredutase
(Tc00.1047053503419.30) e triparedoxina-peroxidase

(Tc00.1047053487507.10), além de 19 proteinas sem fungéo
definida distintas ( Tabela Suplementar 4).

A beta tubulina (TR05117) foi identificada em 11 distintos
spots em diferentes regides do perfil 2-D do T. rangeli. Dentre
estes, o spot 87 (49kDa), um dos mais proeminentes deste perfil,
apresentou maior quantidade de peptideos Unicos para esta
proteina (18), maior cobertura (65,9%) e o Mr observado esta
proximo ao Mr tedrico para esta proteina (45,2kDa),
correspondendo o spot referéncia para esta proteina. Nos
demais spots onde foi verificada a presenca desta proteina
observa-se que a maioria destes estdo localizados em regides
acima ou muito préximos ao Mr do spot referéncia 87 (Figura 6 e
Apéndice A). Estes dados sao similares aos perfis 2-D de outras
espécies de ftripanosomatideos (DRUMMELSMITH, 2003;
PARODI-TALICE et al., 2004), inclusive ao perfil de T. cruzi
apresentado neste trabalho (Figura 7).
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Também foram observados spots com Mr inferior ao
esperado para a beta tubulina, o que pode ser resultante da
protedlise in vivo destas proteinas, modificagcbes pos-
traducionais ou da degradacédo de algumas proteinas durante o
processamento das amostras. Segundo Drummelsmith e
colaboradores (2003) fragmentos desta proteina podem ser
observados com Mr inferior ao esperado com o envelhecimento
das culturas destes parasitos, o que pode explicar a identificagédo
desta proteina nestes spots, visto que a forma tripomastigota de
T. rangeli é obtida apds o oitavo dia de cultura. Entretanto,
acreditamos que o baixo numero de spots (3) abaixo deste Mr
(45,2kDa), aliado a boa reprodutibilidade dos perfis obtidos,
indicam boa qualidade no processamento das amostras, com
baixa proteodlise e consequente degradagao da amostra.

Outras  proteinas identificadas  associadas ao
citoesqueleto foram a alfa tubulina (TR05056) e a actina
(TRO0036). Assim como a beta tubulina, a alfa tubulina foi
observada em mais de um spot (90, 3 e 228) e apresenta o
mesmo perfil de modificagdo pds-traducional ou protedlise
descrito anteriormente (Figura 6).

5.1.2 Proteinas sem fungao definida

Foram identificadas em 33 spots, 27 (19%, n=137)
distintas proteinas sem fungao definida (descritos no genoma do
parasito como genes hipotéticos) no perfil 2-D de T. rangeli,
conforme sua anotacao nos bancos de dados. Ja no perfil 2-D de
T. cruzi foram identificadas 18 (12%, n=146), em 24 spots. Esta
proporcao de proteinas sem funcao definida em andlises
protedmicas, sdo similares as observadas em outros trabalhos
na literatura, variando entre 8-14% (CUERVO et al, 2007;
PARODI-TALICE et al., 2007; KIKUCHI et al., 2010).

O elevado numero de genes hipotéticos observado nos
genomas das principais espécies de tripanosomatideos
(BERRIMAN et al., 2005; EL-SAYED et al., 2005), reflete a
quantidade de genes sem fungéo definida tanto no transcriptoma
(GRISARD et al., 2010) e no genoma do T. rangeli (Dr. Edmundo
Grisard, comunicagao pessoal), consequentemente no proteoma.
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5.1.3 Localizagdo celular e anotacdo funcional das proteinas
de Trypanosoma rangeli

Dentre as 137 proteinas distintas identificadas no perfil 2-
D de T. rangeli, observa-se grande quantidade de proteinas
citosodlicas e mitocondriais (76%) e poucas proteinas associadas
a membranas ou extracelular (8%) (Figura 8). O mesmo foi
observado para a forma tripomastigota de T. cruzi, onde 80% do
total de 143 proteinas identificadas foram preditas como
citosodlicas ou mitocondriais e apenas 4% com sinal de
enderegamento para a membrana plasmatica.

A grande quantidade de proteinas citosodlicas
identificadas € observada neste tipo de abordagem protedmica
com o uso de gel (DRUMMELSMITH, 2003; PARODI-TALICE et
al., 2004; ATWOOD et al., 2005; CUERVO et al., 2007;
MAGALHAES et al., 2008; KIKUCHI et al., 2010). Proteinas de
membrana ou extracelular s&o altamente hidrofobicas e
requerendo outros métodos de separagdo e fracionamento de
proteinas, sem o uso de gel, para realizar a sua caracterizagédo
(SANTONI et al., 2000; FENSELAU e RAHBAR, 2006).
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Figura 8: Grafico com as diferentes localizagbes celulares preditas pelo
programa Wolf-Psort das 139 proteinas de Trypanosoma rangeli
identificadas no presente estudo.

Em relagéo as anotagdes funcionais pelo Gene Ontology
(GO), nao foi atribuida uma anotagao funcional para apenas 32
proteinas de T. rangeli (23%, n=137). Ja para as 105 (77%,
n=137) proteinas com anotag¢des funcionais (Tabela Suplementar
5), 78 (74%, n=105) foram relacionadas a um componente
celular, 80 (78%, n=105) a processos bioldgicos e em 60 (57%,
n=105) a fungdes moleculares (Figura 9).
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Dentre os componentes celulares anotados pelo GO
(Figura 9), observou-se um padrdao similar a predicdo pelo
programa Wolf-Psort (Figura 8), na qual a maior parte das
proteinas foram classificadas como citoplasmatica (26%),
mitocondrial (23%), glicossomal (6%) ou nuclear (6%).

Com relagdo aos processos biolodgicos, cerca de 11%
das proteinas participam de metabolismo de nucleotideos ou
compostos contendo estas nucleobases, como metilagdo de
RNA (TR03071), edicao de RNA (splicing) (TR04008),
modificacdo de tRNA (TR01620) ou processos envolvendo
purinas (CAMP ou helicases) (TR02653, TR05708). Na mesma
proporgédo, em 11% foram anotadas proteinas envolvidas na
resposta do parasito a fatores de estresse, como excesso de
ions de peroxido de hidrogénio, sal ou temperatura, dentre as
quais destacam-se as HSP70 (TR07016) e HSP 85 (TR00837) e
triparedoxina-peroxidase (TR02563).

Também pudemos observar proteinas envolvidas em
processos requeridos para a geragdo de energia para a célula,
como processo de geragdo de precursores energéticos (8%) e
metabolismo de carboidratos (8%). Nestes casos, destacam-se
proteinas envolvidas na gliconeogénese (TR06599, TR02148,
TR05296), via das pentoses (TR00236, TR05732 e TR05296),
ciclo de Krebs (TR02438, TRO03342, TREG201001C04.b),
glicdlise  (TR02001, TRO05738, TR06599, contig01422.5,
TRO02767) e no transporte de elétrons na mitocondria (TR03577,
TRO04856). Além de proteinas associadas ao metabolismo de
proteinas (8%), tanto na protedlise (cisteina peptidase e
proteinas de proteossomo) quanto no processo de tradugao (6%)
(fatores de tradugdo) (Tabela Suplementar 5).

Das proteinas com fungdo molecular anotada, proteinas
com fungao catalitica (20%), de ligacdo com proteinas (13%) e
atividades de hidrdlise (13%) foram as mais abundantes. A maior
parte destas proteinas estdo associadas aos principais processo
biolégicos listados anteriormente, destacando-se a malato
desidrogenase, as HSP e proteinas com atividade na tradugao
de proteinas.

Esta distribuicao total de proteinas de T. rangeli com
anotacdao pelo GO foi similar ao obtido para a forma
tripomastigota de T. cruzi (Tabela Suplementar 6), onde foi
possivel atribuir uma anotacdo funcional para 121 proteinas
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(82%, n=146). Destas, 98 proteinas (80%, n=121) tiveram um
processo bioldgico atribuido e em 85 (70%, n=121) um
componente celular. Entretanto, diferentemente de T. rangeli,
apenas em 21 proteinas de T. cruzi (18%, n=121) foi possivel
atribuir uma fungao molecular.

Considerando apenas os componente celulares, notamos
que a distribuicdo de proteinas de T. cruzi assemelha-se a de T.
rangeli, com 37% associadas ao citoplasma, 20% a mitocondria
e 7% ao nucleo. Entretanto, observa-se que dentre os processos
bioldgicos as proteinas associadas a resposta ao estresse (23%)
foram as mais identificadas em T. cruzi, seguidas de proteinas
associadas ao transporte (9%), processos catabdlicos (9%) e
metabolismo de carboidrato (8%). Esta identificagcdo majoritaria
de proteinas associadas a resposta ao estresse também foi
observada para a forma tripomastigota, derivada de células ou
de cultura, de outras cepas de T. cruzi (PARODI-TALICE et al.,
2007; KIKUCHI et al., 2010).

5.1.4 Metabolismo energético

De acordo com os resultados obtidos pelas analise
realizadas no KEGG (Apéndice B) e pelo GO, foram encontradas
distintas proteinas no perfil 2-D do T. rangeli envolvidas no
metabolismo energético e associadas a rotas bioquimicas como
glicdlise (9), ciclo do acido citrico (4), do piruvato (4) e a via das
pentoses (3).

Dentre estas proteinas destacam-se a frutose-1,6-
bifosfato citosélica (TR05296, spot 142) e glicosomal (TR00236,
spots 141 e 142), a (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenasse
(contig 01422.5, spot 181), enolase (TR06599, spots 109 e 112),
fosfoglicerato quinase (TR02767, spots 11, 110, 138), malato
desidrogenase (TR02438, spots 24, 142, 175, 178).
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Estas mesmas proteinas foram encontradas tanto em
analise de perfis 2-D quanto em analise sem uso de gel para as
formas tripomastigotas de T. cruzi (PABA, SANTANA, et al,
2004; PARODI-TALICE et al., 2007; MAGALHAES et al., 2008;
KIKUCHI et al., 2010; DE GODOQY et al., 2012). De acordo com
Kikuchi e colaboradores (2010), 39% das proteinas identificadas
em perfil 2-D de trés cepas de T. cruzi foram anotadas como
participantes de metabolismo energético, demonstrando o
elevado numero de proteinas relacionadas ao metabolismo
energético identificadas nestas condigdes de estudo.

Magalhdes e colaboradores (2008) observaram que as
formas tripomastigotas de T. cruzi apresentam um aumento na
expressdo de proteinas relacionadas ao ciclo de Krebs em
relagdo as formas epimastigotas. Ja segundo Bringaud e
colaboradores (2006), as formas epimastigotas expressam maior
quantidade de proteinas associadas a metabolizagcdo de
aminoacidos, como a L-prolina e L-glutamina, que constituem a
principal fonte energética destas formas parasitarias nos
hospedeiros invertebrados, quando na auséncia de glicose.

Desta forma, podemos inferir que a identificagdo de
diferentes proteinas associadas a estas vias bioquimicas, e.g. via
glicolitica e ciclo do acido citrico, no perfil 2-D da forma
tripomastigota de T. rangeli, pode ser devido ao estresse
nutricional que o T. rangeli € submetido para alternar da forma
epimastigota para a forma tripomastigota in vitro. Especialmente
em fungdo da mudanga de um cultivo das formas epimastigota
com restricdo de glicose e abundancia de aminoacidos para uma
condicdo com maior disponibilidade de glicose, porém com
restricdo de aminoacidos, necessaria para a obtencdo das
formas tripomastigota in vitro (KOERICH et al., 2002).

Interessantemente, a diferenciagdo do T. rangeli in vitro é
dependente da suplementagdo do aminoacido L-glutamina
(KOERICH et al.,, 2002), o que poderia indicar uma maior
quantidade de proteinas relacionadas ao metabolismo deste
aminoacido, o que nao foi observado no presente estudo.

5.1.5 Proteinas envolvidas na resposta ao estresse

Algumas proteinas revelaram uma anotagédo funcional
associada a resposta ao estresse, como dihidrolipoil
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desidrogenase (TR04445), superdxido dismutase (TR05576),
proteina sti1 induzida por estresse (TR02091), subunidade alfa
do proteossomo (TR00880), a triparedoxina peroxidase
(TR02563) e além de oito distintas HSP (do inglés Heat Shock
Proteins) ou chaperonas (Apéndice A).

Dentre estas proteinas destaca-se a HSP70, que
desempenha papel fundamental no dobramento de proteinas
recém sintetizadas, bem como na translocacdo para as
organelas (HARTL, 1996). No presente estudo, foram
identificadas trés distintas HSP70, duas citosdlicas TR07016 e
TR03366, além de uma mitocondrial TR03493.

A HSP70 (TR07016) apresenta a Mr tedrica proxima do
esperado (68,6kDa) e descrito na literatura para estes
organismos (LEE et al., 1988; LEE, 1998). Esta proteina foi
identificada em sete distintos spots (Apéndice A), porém apenas
os spots 52 e 53 apresentaram Mr observadas préximas da
tedrica para esta proteina e pl proximo do descrito na literatura,
5,55 e 5,66 respectivamente, além de apresentar a maior
cobertura e quantidade de espectros para estas proteinas, sendo
estas possiveis regides de duas diferentes isoformas desta
proteina.

Também foram observados spots com Mr de 48kDa (235
e 237), o que pode ser relacionado com possiveis modificagdes
pos-traducionais descritas para estas proteinas (PARODI-
TALICE et al., 2007), ou peptideos identificados séo relativos a
uma proteina paraloga presente no interior da mitocéndria dos
tripanosomatideos (ENGMAN et al., 1989).

Foi identificada também uma co-chaperona DnaJd (spot
117) (44kDa) em um spot correspondente ao seu Mr e pl tedrico.
Esta proteina ao se associar com a HSP70 promove a ativagao
da atividade de ATPase da HSP70, consequentemente, a
correcao e auxilio no enovelamento de proteinas de T. cruzi mal
formadas, quando em resposta ao aumento da temperatura ou
tempo prolongado de cultivo (EDKINS et al., 2004).

Além destas, foi identificada uma proteina HSP60
(TR06127) em sete distintos spots, destes, os spots 75 e 81
apresentaram tanto o ponto isoelétrico quanto a Mr proximos aos
valores tedricos para esta proteina, correspondendo a possiveis
isoformas desta proteina. Esta HSP60 contém uma sequéncia de
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enderegamento para a mitocéndria, similar ao observado em
outras espécies (CHENG et al., 1989; BRINGAUD et al., 1995).

As chaperonas (HSP) séo proteinas envolvidas com a
manutencdo da homeostase celular especialmente em resposta
a fatores abioticos, como excesso de dano oxidativo, compostos
quimicos ou temperatura. Estas chaperonas tém como principal
funcdo auxiliar o enovelamento das proteinas tanto no
citoplasma quanto no interior do reticulo endoplasmatico ou
mitocondria.

Devido a importancia deste processo na manutengao da
integridade celular, estas proteinas sdo extremamente
conservadas ao longo da evolugdo e encontradas em todos os
organismos eucarioticos (YOUNG et al., 2003).

Em tripanosomatideos, estas proteinas ja foram
localizadas tanto na mitocéndria, como no citoplasma (LEE et al.,
1988; OLSON et al., 1994; LEE, 1998; FOLGUEIRA e
REQUENA, 2007). Neste organismos, as mudancas de formas
durante o ciclo de vida exigem uma grande quantidade destas
proteinas sendo expressas ao longo de todo o ciclo de vida,
sendo essenciais para o sucesso na mudanca de forma e no
estabelecimento das infecgcbes tanto nos hospedeiros
vertebrados como invertebrados (LOUW et al, 2010). Em
especial as HSP70, sdo sintetizadas em elevados niveis em
parasitos mantidos em cultura, possivelmente devido ao estresse
(OLSON et al,, 1994). Desta forma, o grande numero de
proteinas destas familias identificadas no presente estudo, pode
estar relacionado as condigbes de estresse nutricional durante o
ciclo de diferenciagdo do T. rangeli.

Além disto, devemos destacar que estas proteinas ja
foram descritas como marcadores fenotipicos ou de infeccédo de
diferentes tripanosomatideos, especialmente aqueles que
apresentam formas sanguineas em seus hospedeiros (BANNAI
et al., 2003; ZURITA et al., 2003), além de potenciais
marcadores da efetividade de tratamento em chagasicos
(KRAUTZ et al., 1998).
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5.1.6 Proteinas de superficie ou associadas a membrana
plasmatica

Conforme apresentado na figura 8, apenas 10 proteinas
(8%) das 137 proteinas sao proteinas extracelulares ou
associadas a membrana plasmatica do T. rangeli, dentre elas
quatro sialidases (spots 48, 51, 120, 156 e 167) e uma GP63
(spots 39, 46, 229).

Como estas proteinas foram identificadas com base em
proteinas preditas a partir de transcritos de T. rangeli, nao foi
possivel estimar o pl e a Mr baseada na sequéncia encontrada.
Entretanto, ao considerar as informacgdes da literatura para estas
proteinas (PONTES-DE-CARVALHO et al., 1993; BUSCHIAZZO
et al., 1997; FERREIRA et al., 2010), observamos que os spots
48 e 51, ambos com Mr de 73 e 72kDA podem corresponder a
uma ou mais destas sialidases, e o spot 229 (65kDa)
corresponde ao spot referéncia para proteina GP63 completa

O perfil 2-D de T. rangeli nao possibilitou a identificacédo
de um grande numero de proteinas hidrofdbicas ou de
membrana, pois além de ter sido utilizado extrato de proteinas
soluveis, este tipo de abordagem protedmica n&o possibilita a
identificacdo destes tipos de proteinas (SANTONI et al., 2000;
FENSELAU e RAHBAR, 2006), bem como de proteinas pouco
expressas, limitando o conhecimento a respeito do rol de
proteinas de uma célula, especialmente das proteinas de
superficie.

Todavia, devido a importancia destas proteinas de
superficie para o ciclo biolégico e na patogénese dos
tripanosomatideos (FERGUSON, 1997; POLLEVICK et al., 2000;
BERRIMAN et al, 2002; BUSCAGLIA et al, 2006;
BARTHOLOMEU et al., 2009; JACKSON, 2010), a analise
protedmica das proteinas de superficie do T. rangeli essencial
para o entendimento das diferengas biolégicas apresentadas por
este parasito em relagdo ao T. cruzi. Por isto, utilizamos outras
abordagens para fracionamento, separagao e identificagdo deste
grupo de proteinas, que serdo descritas mais adiante.
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5.1.7 Predigao in silico de epitopos lineares ligantes em células
B da forma tripomastigota de Trypanosoma rangeli

Foram identificados 201 epitopos lineares ligantes a
anticorpos, com tamanhos entre nove a 15 aminoacidos, em 97
das 137 proteinas da forma tripomastigota de T. rangeli. Estes
epitopos foram preditos a partir da analise das sequencias das
proteinas preditas nas bases de dados utilizadas através do
programa BepiPred (LARSEN et al., 2006), utilizando valor
limitante (freshhold) de 0,90, que confere alta especificidade de
identificagédo pelo programa.

Estes 201 epitopos de T. rangeli foram submetidos a
andlise de similaridade com proteinas de T. cruzi utilizando o
programa blastp (ALTSCHUL et al., 1997), com os parametros
ajustados para busca de sequéncias curtas de proteinas (e-value
0,1, word size 2 e sem ajuste de composigdo). Com base nesta
busca, 125 epitopos preditos foram idénticos a uma regido
correspondente na proteina similar de T. cruzi, em contrapartida
81 epitopos resultantes de 56 proteinas distintas néao
apresentaram similaridade ou similaridade inferior a 60% com o
T. cruzi nas condigbes de busca utilizadas (Tabela Suplementar
7).

Desta forma, de posse do mapa referéncia do perfil 2-D
da forma tripomastigota de T. rangeli e de T. cruzi e
considerando que esta analise preliminar sugerem possiveis
antigenos com epitopos especificos para o T. rangeli
resolvemos investigar, através de immunoblotting 1-D e 2-D, o
padrao de reconhecimento destas proteinas por antissoros de
camundongos experimentalmente infectados com o T. rangeli ou
como T. cruzi.
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5.2 Mapeamento dos antigenos de Trypanosoma rangeli e de
Trypanosoma cruzi

5.2.1 Perfil unidimensional dos antigenos de Trypanosoma
rangeli e de Trypanosoma cruzi identificados por
antissoros de  camundongos  experimentalmente
infectados

Analisando os perfis proteicos 1-D resolvidos em gel com
gradiente de concentragdo 4-12% (NuPage), observa-se
claramente algumas bandas com proteinas espécie-especifica
e/ou estagio-especificas, estas ultimas especialmente em T.
cruzi, pois os perfis das formas epimastigota e tripomastigota de
T. rangeli apresentam um padrao bastante similar (Figura 10 A).

Ao comparar os perfis entre estas duas espécies,
observa-se a presenca de trés bandas de aproximadamente 30,
60 e 75 kDa tanto na forma epimastigota quanto tripomastigota
de T. rangeli (Figura 10 A), as quais estdo ausentes nas formas
do T. cruzi. Além disto, ha um maior nimero de bandas acima de
100kDa nos perfis proteicos do T. rangeli. Mejia e colaboradores
(2004) observaram a presenga de uma banda de 48 kDa
especifica para a forma tripomastigota metaciclica de T. rangeli
obtidas em vetores, entretanto no presente estudo esta banda
também é observada na forma epimastigota de T. rangeli e de T.
cruzi . Esta discrepancia pode ser devida as diferentes origens
das formas ftripomastigotas de T. rangeli utilizadas e as
diferentes cepas de T. cruzi, cepa Y no presente estudo e Dm28c
no estudo de Mejia e colaboradores (2004).

Também observamos trés bandas de aproximadamente
37, 67 e 180 kDa exclusivamente observadas na forma
tripomastigota de T. cruzi, similar ao observado por Basso e
colaboradores (BASSO et al., 1986).

Desta forma, a utilizacdo de gel de gradiente 4-12%
possibilitou identificar diferencas no padrdo das proteinas,
especialmente entre as formas tripomastigotas destes parasitos,
aléem das diferencas no padrdo de reconhecimento destas
proteinas por antissoros de animais infectados com estes
parasitos.
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Figura 10: /mmunoblotting unidimensional com 29 pg proteinas soluveis
das formas epimastigota e tripomastigota de Trypanosoma rangeli e de
Trypanosoma cruzi. (A) Perfil unidimensional Nu-Page 4-12% das proteinas
soluveis corado com Azul de Coomassie G-250; (B) Antissoro anti- T.
rangeli (1/1000); (C) anti-T. cruzi (1/320). Linhas: 1 - Epimastigota de T.
rangeli; 2 — Tripomastigota de T. rangeli; 3 — Epimastigota de T. cruzi; 4 —
Tripomastigota de T. cruzi. Setas indicam proteinas reconhecidas
exclusivamente pelos antissoros homaélogos.

De Moraes e colaboradores (2008) ao utilizarem
antissoros de pacientes chagasicos com as diferentes
manifestagdes da doenga de Chagas, demonstraram a presenga
de antigenos estagio-especifico nas formas tripomastigotas de T.
cruzi, porém ausentes nas formas tripomastigotas de T. rangeli,
sugerindo que estas possam ser proteinas potenciais para
diagnéstico diferencial. Entretanto, n&o foram observados
antigenos estagio-especificos para o T. rangeli, o que seria
importante para o incremento da especificidade dos métodos de
diagnéstico soroldgico, especialmente para o T. rangeli.

Utilizando antissoros de camundongos infectados com T.
rangeli ou com T. cruzi, foi possivel observar um forte
reconhecimento de proteinas nas regidées entre 75-100 kDa da
forma epimastigota de T. cruzi pelo antissoro heterdlogo
(antissoro de animais infectados com o T. rangeli), além de um
fraco reconhecimento de bandas de 25, 29, 32 e 40 kDa. Este
padrao nao foi observado quando utilizadas proteinas solluveis
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da forma ftripomastigota, apesar de haver um fraco
reconhecimento de proteinas de aproximadamente 40, 47, 75,
120 e 150 kDa (Figura 10 B, linhas 3 e 4), demostrando que o
reconhecimento sorolégico cruzado € menor quando utilizado
antigenos da forma tripomastigota de T. cruzi nestes ensaios
(Figura 10 B, linhas 3 e 4).

Entretanto, ao observar as proteinas de T. rangeli que
sdo reconhecidas pelo antissoro heterélogo anti-T. cruzi,
observa-se que este reconhecimento é fraco para ambas as
formas, apenas reconhecendo antigenos de aproximadamente
40, 47 e 125 kDa (Figura 10 C, linhas 1 e 2). Proteinas na faixa
compreendida entre 40 e 47 kDa, sdo também identificadas nos
perfis de T. cruzi pelo antissoro heterélogo (Figura 10 B, linhas 3
e 4), sugerindo a presenca de antigenos com a mesma que
podem estar relacionados com a reatividade soroldgica cruzada.

Com relagao as proteinas reconhecidas pelos antissoros
homologos, nota-se que o reconhecimento de antigenos da
forma tripomastigota de T. cruzi € mais intenso do que da sua
forma epimastigota (Figura 10 C, linhas 3 e 4), dentre os quais
podemos destacar as proteinas presentes na regiao entre 23, 30-
34, 37 e 60-100 kDa. Ja para T. rangeli, observa-se que ha um
forte reconhecimento pelo antissoro homologo de proteinas com
aproximadamente 25, 50, 60, 75, 80, 95 e 110-150 kDa (Figura
10 B, linhas 1 e 2), sendo este numero de proteinas maior do
que o anteriormente descrito por Saldafa e colaboradores
(1996a; b).

Com base nestes resultados, pode ser observado que as
proteinas da forma tripomastigota de T. cruzi e de T. rangeli
apresentam alvos potenciais para o diagnostico diferencial entre
estas duas espécies, devido ao forte reconhecimento de
proteinas pelos respectivos antissoros homologos e o fraco
reconhecimento destas proteinas pelos antissoros heterdlogos,
corroborando com o observado por De Moraes e colaboradores
(2008) com soros de pacientes chagasicos em diferentes formas
e estagios da doenca.
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5.2.2 Immunoblotting 2-D das proteinas soluveis de
Trypanosoma rangeli e de Trypanosoma cruzi

Apds os resultados obtidos nos ensaios de
immunoblotting 1-D, demonstrando que o uso das formas
tripomastigotas de T. rangeli e T. cruzi apresentam menor
reatividade sorologica cruzada, passamos a investigar a
possibilidade da aplicagdo do perfil de immunoblotting 2-D das
formas tripomastigotas, para a identificagdo das proteinas de T.
rangeli com potencial para aplicagao no diagndstico diferencial.

Para tal, foram realizados ensaios de immunoblotting
utilizando 500 ug de proteinas soluveis de T. rangeli e de T. cruzi
resolvidas por eletroforese 2-D utilizando tiras de pH 3-10 de 7
cm. Apos obter perfis bidimensionais com o mesmo padrdo de
reprodutibilidade demonstrado anteriormente, as proteinas foram
transferidas para membranas de PVDF e incubadas com os
antissoros.

Apods pelo menos seis ensaios de immunoblotting 2-D,
pudemos observar um forte reconhecimento de proteinas entre
60-100 kDa nos extratos de T. rangeli pelo antissoro homdlogo,
assim como observado na andlise 1-D. Porém devido ao
reconhecimento intenso nesta regidao néo foi possivel identificar
proteinas isoladamente (Figura 11 A). Diferentemente do
observado no immunoblotting 1-D, varias proteinas de T. rangeli
foram identificadas pelo antissoro heterdlogo no ensaio 2-D
(Figura 11 D), dentre estas destacam-se as proteinas
constitutivas como a beta-tubulina (aproximadamente 50 kDa) e
as de HSP (70 e 85 kDa), possivelmente devido ao alto grau de
similaridade entre estas sequéncias no T. rangeli e no T. cruzi.

Da mesma forma, o reconhecimento de proteinas de T.
cruzi pelo antissoro homologo foi muito intenso na mesma faixa
de pH e Mr observada com o antissoro heterélogo (Figura 11 D),
porém apresentando um perfil distinto do observado nos ensaios
de 1-D (Figura 10).

Com excecado do reconhecimento de uma proteina de
aproximadamente 50 kDa no extrato de células Vero, que
corresponde a beta tubulina (Figura 11 C e F), nao foi observado
nenhum reconhecimento nos extratos proteicos de T. cruzi ou de
T. rangeli pelos soros de animais controle nao infectados.
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Figura 11: Immunoblotting 2-D das formas tripomastigotas de Trypanosoma
rangeli e Trypanosoma cruzi. Os perfis 2-D foram resolvidos com 500 ug de
proteinas soluveis das forma tripomastigota de T. cruzi (cepa Y) obtidas a
partir de infecgdo em celulas Vero; forma tripomastigota de T. rangeli (cepa
Choachi) diferenciadas in vitro; e de células Vero. Para tal, as proteinas
foram focalizadas em tiras de pH 3-10 de 7cm e resolvidas em gel SDS-
PAGE 12%, em seguida incubadas com antisoros de animais
experimentalmente infectados. Os antissoros foram diluidos na proporcao
de 1:400 e as membranas expostas ao reagente ECL por: 3 minutos (B, C,
F), 1 minuto (A, D), 30 segundos (E).

Apesar de nao ser possivel a identificagdo de antigenos
nas condicOes testas através do immunoblotting 2-D, podemos
observar assim como através dos immunoblotting 1-D, o
reconhecimento mais intenso de antigenos de T. cruzi pelo
antissoro heterologo do que de T. rangeli.

Além disto, Souto-Padron e colaboradores (1989) ja
demonstraram que proteinas antigénicas de T. cruzi estao
localizadas em  determinadas regides do  parasitos,
especialmente associadas a bolsa flagelar. Utilizando peptideos
de T. cruzi sintetizados a partir de proteinas localizadas nestas
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regides, Zufiiga e colaboradores (2007) demonstram alta
reatividade sorologica destes antigenos com antissoro de
animais infectados com T. rangeli. Dentre estas proteinas,
podemos destacar a proteina da bolsa paraflagelar. Esta
proteina de aproximadamente 69kDa foi identificada tanto nas
andlises 1-D quanto 2-D, e pode estar fortemente associada a
reatividade sorologica cruzada entre estes organismos, em
virtude da alta similaridade das proteinas de T. rangeli e de T.
cruzi (98%).

Contudo, apesar de nao ser possivel a identificagdo
individual de proteinas de T. rangeli exclusivamente pelo
antissoro homologo, foi possivel observar a presenga nas
regides com alto reconhecimento por este soro de proteinas
relacionadas com a superficie do parasito, como as sialidases e
a GP63, especialmente nas andlises 1-D (regido entre 60-
100kDa) e de diferentes HSPs.

Alguns autores tém demonstrado que grande parte dos
constituintes antigénicos de T. cruzi sdo provenientes da
superficie (SOUTO-PADRON et al., 1989; DE MARCHI et al.,
2011; THOMAS et al.,, 2012) ou até mesmo de antigenos
secretados (UMEZAWA et al., 1996; MATSUMOTO et al., 2002).
Afez-Rojas e colaboradores (2006) demonstraram pela primeira
vez a possibilidade do uso de proteinas de superficie ancoradas
em GPI do T. rangeli no diagnostico sorologico especifico deste
parasito. Desta forma, optamos por focar nosso estudo na
andlise protebmica comparativa da superficie das formas
epimastigota e tripomastigota de T. rangeli e T. cruzi, objetivando
a identificagcdo de antigenos de superficie marcadores para o
diagnéstico diferencial destes parasitos.
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5.3 Proteébmica comparativa da superficie do Trypanosoma
rangeli e do Trypanosoma cruzi

Com base nos dados apresentados na secdo anterior,
devido a ndo efetiva identificagdo de antigenos especificos de T.
rangeli a partir de antigenos soluveis em eletroforese
bidimensional, aliados ao reconhecimento de apenas uma faixa
destas proteinas entre 60-100kDa (Figura 10 e Figura 11),
passamos a investigar a presenga de antigenos especificos nas
proteinas de superficie do T. rangeli (Wagner et al., Dados néo
publicados).

Este tipo de abordagem tem apresentado resultados
promissores, pois o fracionamento celular resulta no
enriquecimento de proteinas pouco expressas ou de proteinas
nao facilmente solubilizadas, como por exemplo as proteinas de
superficie ou associadas a membrana plasmatica, em fracoes
proteicas especificas (ALI-KHAN et al., 2003).

Conforme comentado anteriormente, as proteinas de
superficie (SP) ou associadas a membrana plasmatica estao
envolvidas em eventos biologicos relacionados com a
patogénese (EPTING et al., 2010) e na indugao da resposta
imune (ALMEIDA e GAZZINELLI, 2001). Desta forma,
considerando a variabilidade destas proteinas de superficie em
tripanosomatideos, a capacidade imunogénica e a importancia
destas proteinas de superficie na biologia destes organismos, foi
realizada a analise de protebmica comparativa em grande escala
das proteinas de superficie (SP) das formas tripomastigota e
epimastigotas do T. rangeli e do T. cruzi (Wagner et al., Dados
nao publicados).

Apesar da dificuldade na obtencdo de proteinas de
membrana plasmatica, devido a alta hidrofobicidade, ha métodos
que possibilitam a obtengao de quantidades significativas destas
proteinas através do fracionamento celular utilizando
determinados detergentes (FENSELAU e RAHBAR, 2006). A
utilizagdo do detergente nado i6nico Triton X-114 tem sido
demonstrada como um eficiente surfactante para a obtencao de
proteinas de superficie, especialmente aquelas ancoradas em
GPI (PINHO e DE SIMONE, 1989; ANEZ-ROJAS et al., 2006;
CORDERO et al., 2009). Com base neste protocolo, foi possivel
obter uma fragédo enriquecida com proteinas de superficie (SEP)
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das formas tripomastigotas e epimastigota de T. rangeli e de T.
cruzi.

Cordero e colaboradores (2009) demonstraram a
eficiéncia deste método com a utilizacdo de anticorpos
monoclonais para a proteinas de superficie de T. cruzi, como
GP90, GP82, GP35/50 e FCaBP. Como o T. rangeli nao
apresenta estas proteinas, com excecdo da proteina FCaBP,
foram utilizadas formas tripomastigotas de uma linhagem de T.
rangeli expressando a proteina GFP e a proteina GP82 de T.
cruzi, para os testes de eficacia deste método nas condigdes
laboratoriais.

Utilizando esta linhagem foi observada uma diminuigéo
na quantidade de proteinas ao longo das fragdes obtidas durante
o fracionamento celular, obtendo uma fracdo final SEP com
quantidade baixa de proteinas, menor que 60 ug (Figura 12 A). A
fragdo S2 constitui a principal fonte de proteinas citosolicas ou
nao soluveis em Triton X-114, confirmada pela deteccao tanto da
tubulina (Figura 12 B) quanto da proteina GFP expressa de
forma heterdloga pelo T. rangeli (Figura 12 C).
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Figura 12: Analise das fragbes obtidas durante o processo de extragdo de
proteinas de superficie (SEP) utilizando Triton X-114 (Item 4.4) da forma
tripomastigota de uma linhagem de Trypanosoma rangeli transfectado com
os genes da GP82 de T. cruzi e GFP. (A) Perfil eletroforético (SDS-PAGE
10%) com 20 ug de proteinas corados com Azul de Coomassie R-250.
Western blot utilizando anticorpos: (B) monoclonal murino anti-beta Tubulina
(1:5.000); (C) monoclonal murino anti-GFP (1:5.000); (D) monoclonal murino
anti-GP82 (1:1.000); MW: massa molecular relativa (Mr) em kDa. Legenda
das fragbes sdo correspondentes as fragdes demonstradas na figura 4.
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Apesar da pouca quantidade de proteina na fragdo SEP,
foi observado que o anticorpo monoclonal contra a proteina de
superficie GP82 detecta apenas uma proteina de
aproximadamente 80kDa na fragdo S3 e na fragdo SEP (Figura
12 D), demonstrando a eficiéncia na obtencdo de proteinas de
superficie. Todavia, ndo podemos descartar a presenca na
fracdo SEP de uma pequena quantidade de proteinas citosolicas
ou com caracteristicas fisico-quimicas que as tornam soluveis
em Triton X-114.

Com base nestes resultados, onde foi comprovada a
eficiéncia deste meétodo para a obtencdo de uma fragéo
enriquecida de proteinas de superficie (SEP) de T. rangeli, este
procedimento foi utilizado para a obtencdo da fragdo SEP de
replicatas bioldgicas das formas epimastigota e tripomastigota
diferenciadas in vitro de T. rangeli e das formas epimastigota e
tripomastigota obtidas a partir de infeccdo em célula Vero de T.
cruzi. Com estas fragcbes foi realizada a analise prote6mica
comparativa das proteinas de superficie destes dois parasitos
conforme o desenho experimental esquematizado na figura 13.
Paralelamente, as fragbes SEP das formas tripomastigotas
destes parasitos foram utilizadas para a identificagdo de
possiveis marcadores de superficie espécie-especifica, através
da andlise de immunoblotting utilizando antissoros de
camungondos experimentalmente infectados (Figura 13).

5.3.1 Comparagédo entre os perfis eletroforéticos
unidimensionais das fragbes enriquecidas com proteinas
de superficie de Trypanosoma rangeli e de Trypanosoma
cruzi

As fragbes SEP das formas epimastigota e
tripomastigotas de T. rangeli resolvidas em gel NuPage 4-12%
apresentaram um perfil muito similar. Um total de oito bandas em
comum nas fracbes SEP sao observadas nos perfis corados com
Azul de Coomassie G-250 de acordo com analises realizadas
pelo programa ImageQuant™ TL (GE Healthcare Bio-Sciences)
(Figura 14 A e C). Entretanto, apds a coloragdo com nitrato de
prata, percebesse pelo menos trés bandas com
aproximadamente 93, 97 e 115 kDA apenas na fragdo SEP das
formas tripomastigota do T. rangeli (Figura 14 D).
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Figura 13: Esquema com o desenho experimental da analise protedbmica
comparativa das proteinas de superficie (SP) das formas epimastigota e
tripomastigota de Trypanosoma rangeli e de Trypanosoma cruzi.

Desta forma, nota-se claramente que o presente perfil da
fragdo SEP da forma tripomastigota de T. rangeli apresentou
bandas especificas que ndo foram detectadas tanto nos perfis
previamente reportados por Afiez-Rojas e colaboradores (2006)
quanto na forma epimastigota da cepa Choachi de T. rangeli,
que por sua vez é similar ao perfil da fracdo SEP da forma
epimastigota observado no referido trabalho .
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Figura 14: Perfil eletroforético (NuPage 4-12%) com 30 ug de proteinas das
fragbes obtidas durante o procedimento de extragao de proteinas por Triton-
X114 das forma epimastigota (A) e tripomastigota (C) de Trypanosoma
rangeli (cepa Choachi). (A) coradas com Azul de Coomassie G-250.
Fragbes enriquecidas com proteinas de superficie (SEP) da forma
epimastigota (B) e tripomastigota (D) coradas com prata. MW: massa
molecular relativa em kDa. Legenda das fragdes sdo correspondentes as
fragbes demonstradas na figura 4.

Ao comparar os perfis das fragbes SEP das formas
tripomastigotas de T. rangeli e T. cruzi, € possivel observar
diferengas significativas tanto no numero quanto na Mr
observadas em ambos os perfis. Quatro bandas correspondendo
a proteinas com Mr observadas de 32, 60, 75 e 104 kDa foram
observadas em ambos os perfis, porém a banda de 32 kDa
apresenta-se mais intensa no perfil de T. cruzi (Figura 15).

Interessante notar que o perfil da fragdo SEP da forma
tripomastigota de T. cruzi obtido no presente estudo € similar ao
observado para formas tripomastigotas metaciclicas obtidas em
fase estacionaria de cultura (CORDERO et al., 2009), utilizando
formas metaciclicas de T. cruzi. Entretanto, a banda de
aproximadamente 32 kDa é muito mais intensa no perfil da forma
tripomastigota de T. cruzi derivada de células infectadas do que
nas formas metaciclicas observadas por Cordero e
colaboradores (2009) e para a forma tripomastigota de T. rangeli
(Figura 15).

Também observamos que o perfil da fragdo SEP das
formas epimastigotas da cepa Y de T. cruzi € completamente
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distinto do observado em ftripomastigota (Figura 15) e, assim
como observado por Cordero e colaboradores (2009), poucas
proteinas séo visiveis nos geéis corados com Azul de Coomassie
G-250.

25

20

Figura 15: Comparacdo entre os perfis das fragdes SEP das formas
epimastigota (E) e tripomastigotas (T) de Trypanosoma rangeli e de
Trypanosoma cruzi. 30 ug de proteinas foram resolvidas em gel NuPage 4-
12% e corados com Azul de Coomassie G-250.

Estes dados demonstram um padrdo das fragcbes SEP
completamente distinto entre as formas epimastigota e
tripomastigota de T. cruzi, porém similar entre as diferentes
formas de T. rangeli, excetuando-se as trés bandas proteicas
descritas anteriormente. Sugere-se haver uma mudanga
significativa na expressédo das proteinas de superficie entre as
diferentes formas do T. cruzi e nao do T. rangeli, considerando
que a obtengdo das formas tripomastigotas de T. rangeli sao
derivadas de diferenciagdo em cultura in vitro. Contudo, esta
forma derivada de cultura de T. rangeli ndo apresenta diferencas
na infeccdo aos hospedeiros em relagdo as formas
tripomastigotas obtidas a partir da glandula salivar do triatomineo
(KOERICH et al., 2002). Além disto, o presente perfil SEP da
forma tripomastigota do T. rangeli é similar, em termos de Mr, ao
mesmo perfil SEP obtido para a forma sanguinea do T. brucei
(ZIEGELBAUER e OVERATH, 1992). Entao, podemos inferir que
o perfil obtido para esta forma tripomastigota de T. rangeli é
similar ao perfil da forma sanguinea.
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5.3.2 Identificacdo das proteinas presentes nas fragdes
enriquecidas com proteinas de superficie de
Trypanosoma rangeli e de Trypanosoma cruzi por
espectrometria de massas

Ao aplicar ambas as abordagens protedmicas, com e
sem o0 uso de gel, para as mesmas amostras biologicas, foi
possivel identificar 138 e 343 distintas proteinas nas fragdes SEP
de T. rangeli e T. cruzi, respectivamente (Tabela 4, Tabelas
Suplementares 08, 09, 10, 11,12 e 13).

Para o T. rangeli, estas 138 proteinas identificadas nesta
fragdo representam em torno de 13% de um total de 1.067
proteinas predicdo de enderecamento para a superficie deste
parasito, baseados na presenca de peptideo sinal na porgdo N-
terminal das proteinas preditas no genoma deste parasito (Dr.
Edmundo C. Grisard, comunicagdo pessoal). Contudo estes
dados do genoma podem estar superestimados, pois a predicdo
da localizacdo celular ndo considera a presenca de regulacdes
ou modificagdes poés-traducionais necessarias para o
enderegamento destas proteinas a superficie destes parasitos.
Além disto, sabe-se que a maioria das proteinas de superficie de
tripanosomatideos s&o oriundas de familias multigéncias
compostas por dezenas até milhares de genes (FRASCH, 2000;
BUSCAGLIA et al., 2006).

Analises das proteinas presentes nas 37 bandas (Figura
16) selecionadas, possibilitou a identificacdo de 25, 49 e 150
proteinas das formas epimastigota e tripomastigotas de T. rangeli
e ftripomastigota de T. cruzi, respectivamente (Tabelas
Suplementares 10 e 11). Ja a analise sem o uso de gel das
proteinas presentes na fragcdo SEP possibilitou a identificacdo de
116 e 281 proteinas distintas T. rangeli e T. -cruzi,
respectivamente (Tabelas Suplementares 12 e 13).
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Figura 16: Perfil eletroforético (NuPage 4-12%) com 30 pg das fracbes
enriquecidas com proteinas de superficie (SEP) das formas epimastigota (1)
e ftripomastigota (2) de Trypanosoma rangeli () e tripomastigota de
Trypanosoma cruzi (3), corados com Azul de Coomassie G-250. As bandas
identificadas com os codigos indicados no lado direito foram submetidas a
analise de espectrometria de massas (LC-MS/MS) e sao equivalentes aos
codigos da Tabelas Suplementares 10 e 11.

Entre as proteinas de T. rangeli, 42 (31%, n=138) e 36
(26%, n=138) foram identificadas exclusivamente nas formas
tripomastigotas e epimastigota, respectivamente, enquanto 60
(43%, n=138) foram encontradas em ambas as formas (Figura 17
A, esquerda). Em contrapartida, 128 (37%, n=343) das 343
proteinas identificadas em T. cruzi foram encontradas em ambas
as formas, enquanto 157 (46%, n=343) apenas na forma
tripomastigota e 58 (17%, n=343) proteinas foram
exclusivamente encontradas na forma epimastigota (Tabela 4,
Figura 17 A, direita). Estes resultados foram superiores, em
termos quantitativos, aos apresentados por Cordero e
colaboradores (2009), que identificaram 98 proteinas em formas
tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi, utilizando uma
estratégia para a identificagdo das proteinas (MudPIT, do inglés
“Multidimensional Protein Identification Technology") diferente
das utilizadas neste trabalho.

Contudo, nossos resultados apontam para uma maior
diferenca e complexidade relacionadas a quantidade total de
diferentes proteinas de superficie entre as formas de T. cruzi
analisadas neste trabalho do que entre as formas de T. rangeli.
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Tabela 3: Caracteristicas encontradas nas proteinas identificadas em espectrometria de massas das
fracbes (SEP) das formas epimastigota e tripomastigota de Trypanosoma rangeli e Trypanosoma cruzi
pelas abordagens protedmicas utilizadas.

Trypanosoma rangeli Trypanosoma cruzi

Ambos ? Epi Tripo  Total | Ambos?® Epi Tripo  Total
Proteinas 60 36 42 138 128 58 157 343
Ancora GPI 15 7 15 37 5 5 28 38
Peptideo sinal / via 22 14 13 49 30 20 43 63
secretoria
TMD° 27 19 13 59 50 29 60 139
Miristolagao / 2 0 1 3 5 3 2 10
prenilagao
Localizagao
Extracelular ° 23 10 16 49 20 10 31 61
Membrana 10 11 8 29 33 13 35 81
Plasmatica
Outra ° 27 15 18 60 75 35 91 201
Sem PTM®
22 12 11 45 67 24 74 165

 Proteinas identificadas em ambas as formas dos parasitos;

® Dominios trans-membranares (TMD): proteinas com pelo menos um TMD;
°Incluidas proteinas com sinal para reticulo endoplasmatico;

d Localizagdes: Citosol, citoesqueleto, mitocéndria, peroxissomo ou ntcleo;
¢ PTM: Modificagéo pés-traducional.
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5.3.3 Localizagdo celular e classificagdo funcional das
proteinas presentes na fragdo enriquecida com proteinas
de superficie de Trypanosoma rangeli

Dentre as proteinas de superficie ndo redundantes, 93
(67%, n=138) e 178 (52%, n=343) proteinas de T. rangeli e de T.
cruzi, respectivamente, apresentam pelo menos uma
modificagdo poés-traducional (ancora de GPI, miristoil ou prenil),
um dominio trans-membranar (TMD) ou enderegamento para a
membrana plasmatica, para o espaco extracelular ou para uma
via secretoria (Figura 17 B, Tabelas Suplementares 10, 11, 17 e
18), que confirmam a presenga destas proteinas na fragdo SEP.

Das 93 proteinas de T. rangeli, 47 apresentam funcgdes
conhecidas como sialidases, GP63, proteina tipo mucina,
proteina de superficie TolT, glicoproteina de adeséao do flagelo e
proteina flagelar ligadora de calcio (FCaBP) (Tabelas
Suplementares 10 e 12).

Apesar da eficiéncia deste método em obter uma fragcéo
enriqguecida com proteinas de superficie (Figura 12), foram
observadas proteinas soluveis que nao foram completamente
removidas durante as etapas de fracionamento celular (Figura
18). Aléem disto, proteinas presentes em organelas como os
reservossomos (CORDERO et al., 2009) e glicossomos
(SANT'ANNA et al., 2009) apresentam caracteristicas fisico-
quimicas para serem solubilizadas pelo Triton X-114, como por
exemplo a presenca de dominios trans-membranares.

Entre todas as 138 proteinas nao redundantes de T.
rangeli identificadas, 59 (43%, n=138) foram descritas como
hipotéticas ou hipotéticas conservadas ou com fungéo
desconhecida, enquanto 79 (57%, n=138) apresentam fungao
conhecida (Tabela 5). Estas propor¢cdes s&o similares as
observadas em outros organismos (ATWOOD et al, 2005;
CORDERO et al., 2009). Assim, como no caso do perfil 2-D das
proteinas solluveis de T. rangeli, estes dados sao reflexo do alto
numero de genes hipotéticas descritas nos genomas dos
protozoarios, acarretando dificuldade na caracterizagao funcional
das proteinas de T. rangeli, e consequentemente, na
interpretagcdo da significAncia biologica destas proteinas no
metabolismo e na interagdo com os hospedeiros.
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Figura 17: Diagrama de Venn com a comparagao entre a quantidade de proteinas encontradas na fragao enriquecida com
proteinas de superficie (SEP) das formas epimastigota e tripomastigotas de Trypanosoma rangeli e de Trypanosoma cruzi.
(A) Numero de proteinas identificadas; (B) proteinas com sitio para ancora de GPI; (C) Proteinas com caracteristica para
superficie celular ou membrana plasmatica (pelo menos uma PTM ou sinalizagdo para membrana plasmatica ou

extracelular).
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T. rangeli T. cruzi
5% 2% 4% 2%

1% Membrana Plasmatica / Extracelular
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47% HCitoplasma / Nicleo —
35% Mitocondria 379

Citoesqueleto

Figura 18: Localizacao celular das 138 e 348 proteinas identificadas por
MS/MS na fracdo SEP das formas tripomastigota e epimastigota de
Trypanosoma rangeli e de Trypanosoma cruzi, respectivamente, preditas
através do software Wolf-Psort.

A estas proteinas também foi inferida uma classificagao
funcional através do GO. Das 138 proteinas presentes na fragao
SEP de T. rangeli e das 343 presentes em T. cruzi, 63 (46%,
n=138) e 224 (65%, n=343) proteinas foram classificadas em
pelo menos uma das trés ontologias da GO, respectivamente
(Tabelas Suplementares 14 e 15). Entre os processos bioldgicos,
pode-se observar que a proporgdo de proteinas associadas a
categoria de transporte foi muito similar em ambos os parasitos,
T. rangeli (22%) e T. cruzi (23.4%). Ja com relacdo ao
componente celular, 46% e 65% das proteinas das fragcbes SEP
de T. rangeli e T. cruzi, respectivamente, foram associadas a
membrana plasmatica ou a mitocondria. As atividades de exo-
alfa-sialidase, GTPase e fosfolipases foram as mais frequentes
fungdes moleculares anotadas pelo GO em T. rangeli (35.7%).

5.3.4 Proteinas de superficie de Trypanosoma rangeli

Comparando as proteinas presentes na fracdo SEP de T.
rangeli com os dados do transcriptoma do T. rangeli (GRISARD
et al., 2010), apenas 71 proteinas (51%, n=138) haviam sido
previamente identificadas no nivel de RNA como por exemplo,
proteinas tipo mucinas (mucina-like) e a metaloprotease GP63
(Tabela Suplementar 16). Contudo, foram identificadas novas
proteinas de T. rangeli, tais como, proteina de superficie TolT e a
glicoproteina de adeséao do flagelo.

O enriquecimento de proteinas ancoradas em GPI
através do fracionamento celular com X-114 tem sido
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amplamente utilizado (KO e THOMPSON, 1995; ANEZ-ROJAS
et al., 2006; CORDERO et al., 2009; NAKAYASU, YASHUNSKY,
et al., 2009). Apesar do amplo conhecimento da complexidade
da superficie celular do T. cruzi (CORDERO et al., 2009;
NAKAYASU, YASHUNSKY, et al., 2009), apenas 11% (38,
n=343) das proteinas da superficies de T. cruzi apresentaram
ancoramento a GPI preditos, enquanto em 27% (37, n=138) das
proteinas da superficie do T. rangeli apresentaram este tipo de
ancoramento. Embora a quantidade absoluta de proteinas
ancoradas a GPI sejam similares nas fragbes SEP destes dois
parasitos, fica claro uma maior proporgao deste tipo de proteinas
em T. rangeli do que em T. cruzi (Figura 17 C). Entretanto, T.
cruzi apresenta aproximadamente 2,5 vezes mais proteinas
distintas na fracdo SEP do que T. rangeli, o que reforgca a
existéncia de uma maior diversidade de proteinas na superficie
do T. cruzi do que do T. rangeli, o que pode estar relacionado
com as naturezas patogénicas e nao patogénicas destas
espécies, respectivamente (Tabela Suplementar 17 e 18).

Comparando as proteinas ancoradas em GPI entre as
formas epimastigota e tripomastigota, foram encontradas 15
(40%, n=37) proteinas em ambas as formas de T. rangeli, em
contrapartida apenas 5 (13%, n=38) distintas proteinas
ancoradas em GPI foram observadas em ambas as formas de T.
cruzi, sugerindo um repertorio desta classe de proteinas muito
similar entre as formas do T. rangeli (Figura 17).

Entre estas 37 proteinas ancoradas em GPI de T. rangeli,
26 apresentaram peptideos de enderegamento para a superficie
do parasito (extracelular e membrana plasmatica), sendo
principalmente as sialidase, GP63, proteina tipo mucina e
glicoproteina de ades&o do flagelo. Outras trés apresentaram
enderegamento para a mitocondria, uma para o peroxissomo e
as demais para outros componentes celulares. A maioria destas
proteinas foram encontradas nas formas tripomastigotas de T.
rangeli (15) e T. cruzi (28) (Figura 17 C).
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Tabela 4: Proteinas na fragdo SEP de Trypanosoma rangeli identificas por espectrometria de massas
(LC-ESI-MS/MS) em ambas as abordagens protedmicas utilizadas, com fungéo predita e identificada nas
bases de dados.
Proteina® Forma® Peptideos

14-3-3 protein TR00226 T 30 3
Aldehyde dehydrogenase TR03125 T 51 5
Amat protein TR06390 B 19 2 2
Aminopeptidase, putative contig03424.74 T 109 5
ChaperoninHSP60, mitochondrial precursor TR06127 B 60 7 9
gggcr::::ed vesicle membrane protein erv25 TR02358 T 8 3
Cytochrome P450 TR01631 E 67 3
Extracellular receptor, putative contig04182.6 B 97 3 11
Flagellar calcium-binding protein TR01599 B 23 6
Flagellum-adhesion glycoprotein, putative contig00444.4 T 62

Gim5A protein TR00090 E 27 7
Glucosamine-6-phosphate isomerase TR0O1674 B 32 4
Golgi/lysosome glycoprotein TR02368 B 68 2

Group Il trans-sialidase superfamily contig00118.10 B 84 4




Haloacid dehalogenase-like Hydrolase

Heat shock protein 85

I/6 autoantigen

Malic enzyme

Mucin-like glycoprotein
P450 reductase

Rab7 GTP binding protein
Reiske iron-sulfur protein precursor
Sialidase

Sialidase

Surface protease GP63
Surface protease GP63
Surface protease GP63
Surface protease GP63

Surface protein TolT

Vacuolar-type proton Translocating
pyrophosphatase

TR00831
TR00837
TR00726
TR00259
contig00371.3
TR00564
TR04957
TR03577
contig03514.7
contig03708.15
TR07133
contig05156.2
TR07104
TR05051
contig06375.4

TRO01468

— O O W W 4 W 4 om-4mw ® -

T

31
81
22
63
32
69
24
34
96
103
73
63
58
51
34
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? Nomes das proteinas identificadas foram obtidos diretamente dos bancos de dados;
® Proteinas identificadas: (B) ambas as formas; (E) Epimastigota; (T) Tripomastigota
° MW: Massa molecular relativa (kDa) teorica.
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Na banda de proteina mais proeminente em ambas as
formas de T. rangeli (Figura 16, bandas E3 e T5) foi identificada
uma sialidase de T. rangeli (TrSial) (contig00118.10), que é
considerada um importante antigeno associada a soro
reatividade cruzada com T. cruzi (SALDANA et al., 1998;
SALDANA et al.,, 2002). Esta proteina tem como massa Mr
tedrica de 84 kDa, porém foi observada em uma banda com Mr
73 kDa. Esta diferenca entre a Mr tedrica e observada pode ser
em virtude da perda de 106 aminoacidos, correspondente a
cauda hidrofobica, durante o processamento de ancoramento a
GPL.

As proteinas membros da familia das trans-sialidases sao
caracterizadas pela presenga de trés distintos motivos: i)
catalitico FRIP (xRxP); ii) ASP (SxDxGTW); e iii) VTV or FLY
(VTVXNVXLYNR) (FRASCH, 2000). Contudo, as sialidases de T.
rangeli ndo apresentam o motivo FRIP, levando a perda da
fungéo de trans-sialidase (PONTES-DE-CARVALHO et al., 1993).

Embora poucas sialidases tenham sido descritas parao T.
rangeli (TrGP1, 2 e 4) (PENA et al., 2009) e a expressao destas
tenha sido confirmada em nivel de RNA (GRISARD et al., 2010),
novas sialidases foram encontradas neste trabalho. Seis distintas
TrSial foram identificadas, embora apenas cinco destas
apresentaram motivos ASP e VTV. Além disto, estas seis TrSial
podem ser classificadas em trés distintos grupos, baseadas na
distribuicdo dos motivos nestas sequéncias: i) proteinas com um
motivo VTV preservado e dois motivos ASP (Contig00118.10 e
contig00819.22), similares as proteinas previamente reportadas
por Pena e colaboradores (2009); e dois novos grupos, ii)
proteinas com um motivo VTV e um ASP (contig00199.7), e iii)
proteinas com um motivo VTV degenerado e a presenga de um
motivo FRIP (contig03514.7 e contig03708.15) (Figura 19). Estes
grupos apresentam caracteristicas similares as apresentadas por
Freitas e colaboradores (2011), que caracterizaram oito distintos
grupos de sialidades em T. cruzi (TcS) de acordo com a
distribuicdo destes mesmos motivos, onde o primeiro grupo de
TrSial é similar ao grupo TcSgroup Il, o segundo grupo TrSial
com o grupo TcSgroup Ill e o ultimo grupo com o grupo
TcSgroup VII.

Outra proteina ancorada em GPI encontrada em ambas
as formas do T. rangeli foi a metaloprotease GP63. As



81

metaloproteases GP63 compreendem uma familia génica
bastante diversa (EL-SAYED et al., 2005) com distintas
isoformas descritas em T. cruzi (CUEVAS et al., 2003) e L. major
(ETGES et al., 1986). Embora a identificagdo do gene da gp63
tenha sido reportada em T. rangeli (GRISARD et al., 2010), a
expressao destas proteinas ainda n&o havia sido reportada para
este parasito. Neste estudo, identificamos quatro distintas
metaloproteases (similar a GP63): 73 kDa (TR07133), 63 kDa
(contig05156.2), 53 kDa (TR07104) e 51 kDa (TR05051). O
motivo catalitico (HEXXHXXGXX) (Apéndice B) (MA et al., 2011)
foi encontrado em todas as quatro proteinas GP63 identificadas,
sugerindo a presenga de pelo menos quatro isoformas de
metaloproteases na superficie do T. rangeli.

Uma proteina tipo mucina de T. rangeli com 33 kDa
(TrSMUG-L-like protein, contig00371.3) foi identificada apenas
na superficie das formas tripomastigota de T. rangeli. Em T.
cruzi, as mucinas sao importantes proteinas associadas com a
adesao do parasito a célula hospedeira e, consequentemente, na
invasdo das ceélulas, pois estas proteinas glicoconjugadas (N-
acetilglucosamina oligossacarideos O-ligados) (GIcNAc)) sao
aceptores do acido sialico transferido pelas trans-sialidases na
superficie do T. cruzi (BUSCAGLIA et al., 2006).

Estas mucinas de T. cruzi sdo divididas em dois grandes
grupos, TcMUC e TcSMUG. O grupo das TcMUC é formado por
uma familia génica bastante polimorfica, sendo subdividida em
dois grupos, TcMUCI and TcMUCII, baseado no numero de
genes em sequéncia encontrados no genoma (FRASCH, 2000).
Ja o grupo TcSMUG sé&o proteinas de T. cruzi com massa
molecular relativa (Mr) entre 35/50kDa encontradas apenas na
superficie das formas encontradas nos hospedeiros
invertebrados (NAKAYASU, YASHUNSKY, et al.,, 2009) e,
diferentemente das outras, elas ndo desempenham o papel de
aceptor do acido sialico em T. cruzi (URBAN et al., 2011).
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Figura 19: Esquema demonstrando as caracteristicas dos grupos de
sialidase de Trypanosoma rangeli (TrSial) encontrados neste estudo, de
acordo com a presenga e quantidade de motivos ASP (verde), VTV
(vermelho) e FRIP (azul). Abaixo de cada motivo esta apresentado a
sequéncia consenso encontrada nas diferentes proteinas que compdes o

grupo.

Além destas tipicas mucinas, ja foram reportadas em T.
cruzi proteinas conhecidas como proteinas tipo mucinas
(TcMUG-Like), porém estas nao foram identificadas em T. rangeli
até o momento (ABATE et al., 2005).

Entretanto, analises in silico (HANSEN et al., 1998;
EMANUELSSON et al., 2007; POISSON et al., 2007) de uma
proteina de T. rangeli identificada neste trabalho (contig00371.3)
possibilitou a identificagcdo das caracteristicas tipicas esperadas
para estas proteinas tipo mucinas: peptideo sinal na regido N-
terminal, sitio de ancoramento a GPI, cauda hidrofobica na
regido C-terminal, 27 sitios de O-glicosilagdo, e uma regiao rica
em treonina na porgdo final da proteina (Figura 20). A
identificacdo de peptideos referentes a esta proteina na fragao
SEP da forma tripomastigota de T. rangeli e estas caracteristicas
preditas sugerem, pela primeira vez, a presenga de uma proteina
TrSMUG-L-like na superficie da forma tripomastigota do T.
rangeli.

Outras proteinas ancoradas em GPI identificadas na
superficie da forma tripomastigota de T. rangeli foram a proteina
de superficie TolT e a glicoproteina de adesao do flagelo. A
primeira esta associada a indugdo da resposta imune via células
T em camundongos infectados com T. cruzi (QUANQUIN et al.,
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1999), desta forma, a proteina ortdloga TolT de T. rangeli
identificada neste trabalho, pode estar envolvida na indugéo da
resposta imune protetora contra T. cruzi em animais infectados
com T. rangeli e desafiados posteriormente com T. cruzi (BASSO
et al., 2008). A segunda proteina, glicoproteina de ades&o do
flagelo, pode estar envolvida na ades&o do flagelo no corpo do
parasito (COOPER et al., 1993; NOZAKI et al., 1996) e durante o
processo de citocinese celular (LACOUNT et al., 2002).

Peptideo sinal

MAMAMAMVRRRAVCALAVVAVLCGCFSSVCGATNTGVYAVPGMFKEVPVE
ISCAGSDEKLSWRVLGGSEWAQCAAKLGVHDYAVEGGGVATEVLGFASIG
GAQSDNDDAGASESVCLSAESLYVAAGCEAKCAAATTKVSAEKQTAFTME

FPMHVGSGVHKKWEEARSSSSRAPLLLDGAETGLFGTSGVCLLTDPAEKP

X X % X Xk kk X % X
AAKAESAPQRTASPPAPADEPAASPVDAAASSEATTGSEESAAHGHGATQ
X * X x LOR4.0.0.08.9.0.8.8.8.4 x
TPSASAAPPNTPPPAPPAGGAEGSATTTTATTSSSSPVAWKHTKSKADGS

DTALLMARTTLSLLLLLMAAVACAAGR
W

Figura 20: Sequéncia e caracteristicas da proteina tipo mucina de
Trypanosoma rangeli (TrSMUG-like, contig00371.3). Esta proteina
apresenta todas as caracteristicas da familia de mucinas SMUG-L-like de
Trypanosoma cruzi: presenga do peptideo sinal na regido N-terminal da
proteina (linha superior); sitios de O-glicosilagdo (asteriscos); sitio para
ancoramento a GPl (w); e cauda hidrofébica na regido C-terminal
(sublinhado). As sequéncias com fundo amarelo indicam os peptideos
identificados por espectrometria de massas (LS-ESI-MS/MS).

Além destas proteinas ancoradas em GPI, uma proteina
de 24 kDa ancorada na membrana plasmatica através de ancora
miristoil, proteina flagelar ligadora de calcio (FCaBP), também foi
identificada na superficie de ambas as formas do T. rangeli.
Sabe-se que esta proteina esta envolvida na montagem e
funcionalidade do flagelo. O gene desta proteina de T. rangeli foi
descrito por Porcel e colaboradores (1996) e segundo estes
autores, apesar da alta homologia com a proteina homoéloga de
T. cruzi, estas proteinas apresentam uma regido bastante distinta
na regiao N-terminal, que pode ser util para o diagnoéstico
diferencial deste parasito.
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5.4 Antigenos de superficie do Trypanosoma rangeli com
potencial aplicagdo no diagndstico especifico

Apesar de varios autores terem discutido a reatividade
sorolégica cruzada entre T. cruzi e T. rangeli. (SALDANA e
SOUSA, 1996b; DE MORAES et al., 2008), poucos trabalhos
utilizam proteinas de superficie como fontes de antigenos para
avaliar esta resposta soroldgica cruzada (ANEZ-ROJAS et al.,
2006).

Como mencionado anteriormente, as proteinas de
superficie sdo importantes antigenos com potencial uso no
diagnéstico diferencial entre T. cruzi e T. rangeli Segundo Afiez-
Rojas e colaboradores (2006), as proteinas soluveis ao Triton X-
114, especialmente as proteinas ancoradas em GPIl, podem
servir como fontes de antigenos para o diagnostico sorolégico
diferencial entre T. cruzi e T. rangeli, devido ao reconhecimento
especifico destas proteinas apenas pelo antissoro homélogo de
animais imunizados com estas proteinas.

Objetivando verificar o uso destas proteinas de superficie
no diagnostico diferencial destes dois parasitos, realizamos
ensaios de immunoblotting 1-D utilizando as fragdo SEP das
formas tripomastigotas de T. rangeli e T. cruzi com antissoros de
animais experimentalmente infectados (Figura 21). Como
esperado, as proteinas de superficie de T. rangeli foram
fortemente reconhecidas pelo antissoro homdlogo (anti-T.
rangeli) (Figura 21 B, linha 1), e varias proteinas de T. cruzi
foram reconhecidas pelo antissoro heterdlogo (anti-T. rangeli)
(Figura 21 B, linha 2). Em contrapartida, poucas proteinas da
superficie de T. rangeli foram fracamente reconhecidas pelo
antissoro heterélogo (anti-T. cruzi) (Figura 21 C, linha 1). Estes
dados séao distintos dos propostos por Afiez-Rojas et al. (2006),
que demonstrou apenas uma proteina da fragcdo SEP da forma
epimastigota de T. cruzi (30kDa) e outra de T. rangeli (28kDa)
fracamente reconhecidas pelos antissoros heterélogos obtidos
de coelhos imunizados com a fragdo SEP da forma epimastigota.
Esta discrepancia de dados pode estar relacionada aos
diferentes modelos utilizados de infecgao e imunizagao entre o
nosso trabalho e de Afiez-Rojas e colaboradores (2006).

Conforme apresentado na figura 21, utilizando antigenos
de superficie, & possivel observar que a reatividade soroldgica
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cruzada proposta para estes parasitos ndo é reciproca, devido
ao reconhecimento mais acentuado dos antigenos de T. cruzi
pelo antissoro heterdlogo (anti-T. rangeli) do que os antigenos de
T. rangeli reconhecidos pelo antissoro anti-T. cruzi, indicando a
real possibilidade de diagnosticos falso-positivos em pacientes
infectados apenas com T. rangeli.

(A) (B) (C)

kDa 1 2 3 1 2 3 1 2 3

37

25mp- - - -

20
Figura 21: Analise de immunoblotting das fragdes da superficie (SEP) das
formas tripomastigotas de Trypanosoma rangeli (1), de Trypanosoma cruzi
(2) e de células Vero (3), com aproximadamente 25ug das proteinas da
fracdo SEP resolvidas em NuPage 4-12%. (A) gel foi corado com Azul de
Coomassie  G-250; anti-T. rangeli (1:600) (B) e anti-T. cruzi (1:600) (C).
Antissoros de animais sadios foram utilizados e ndo houve reconhecimentos
de proteinas em ambos os extratos (ndo apresentado). Boxes indicam
regides reconhecidas exclusivamente pelo antissoro homodlogo. Setas
indicam bandas com proteinas de T. rangeli reconhecidas exclusivamente
pelo antissoros homoélogos, identificadas por espectrometria de massas
GP63 e FCaBP (setas pretas) e néo identificadas (setas vermelhas).

Devido a forma tripomastigota de T. rangeli ser uma
forma sanguinea e este parasito ndo apresentar forma
intracelular, a resposta imune observada pode ser similar a
resposta do hospedeiro para T. brucei. As proteinas VSG,
também proteinas de superficie ancoradas em GPI, sao
consideradas antigenos imunodominantes de T. brucei e
induzem fortemente a resposta humoral nestes hospedeiros
(REINITZ e MANSFIELD, 1990; MANSFIELD, 1994). Além disto,
grande parte dos constituintes antigénicos de T. cruzi sao
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provenientes da superficie (SOUTO-PADRON et al., 1989; DE
MARCHI et al., 2011; THOMAS et al.,, 2012) ou até mesmo
secretados (UMEZAWA et al., 1996; MATSUMOTO et al., 2002).
Desta forma, podemos especular que a superficie das formas
tripomastigotas de T. rangeli apresentam grande potencial
antigénico, compreendendo os principais alvos para a resposta
humoral dos hospedeiros contra o T. rangeli descrita por Zufiga
e colaboradores (2007).

Embora proteinas da forma epimastigota de T. cruzi
tenham sido reportadas como marcadores especificos para este
parasito (PEREIRA et al., 2000; NAKAZAWA et al., 2001) e para
T. rangeli (SALDANA et al., 1998; ANEZ-ROJAS et al., 2006), a
presente analise protedmica comparativa da superficie da forma
tripomastigota de T. rangeli e T. cruzi possibilitou a detecgédo de
um consideravel numero de proteinas especificas de T. rangeli.
Como podemos observar na figura 21 (B linha 1), proteinas de
superficie com Mr observadas de aproximadamente 25kDa
(TR13), 70kDa (TR6), 75kDa (TR5) e 90kDa (TR4) (Tabela 6)
foram exclusivamente identificadas nas formas tripomastigotas
de T. rangeli e fortemente reconhecidas pelo soro homodlogo,
tornando estas potenciais alvos para marcadores especificos no
diagnéstico de T. rangeli.

Apos a identificacdo destes potenciais marcadores,
realizamos a predigédo de epitopos lineares ligantes em células B
presentes nas proteinas identificadas na fracao SEP de T.
rangeli e de T. cruzi, pois segundo Horna e colaboradores
(HORNA et al., 1997) as infec¢des de T. rangeli em roedores
produzem elevados indices séricos de anticorpos, tanto IgM
quanto IgG. Desta forma, foram identificados 185 epitopos em 95
proteinas SP de T. rangeli (Tabela Suplementar 19) e 561
epitopos em 230 proteinas SP de T. cruzi (Tabela Suplementar
20).

Entre os epitopos de T. rangeli, 114 (61%, n=185) nao
apresentaram similaridade significativa (> 60%) com proteinas de
T. cruzi e destes, 78 (68%, n=114) foram encontrados em
proteinas com predicdo de localizagdo na superficie do parasito
(membrana plasmatica ou extracelular). Interessante que dentre
os 71 (29%, n=185) epitopos com similaridade as proteinas de T.
cruzi a maioria, 45 (62%, n=71) foram preditos a partir de
proteinas localizadas em outras regides como nucleo ou citosol.
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Similarmente, 429 (76%, n=561) epitopos preditos para T. cruzi
nao apresentaram similaridade com proteinas homologas de T.
rangeli. enquanto apenas 132 (26%, n=561) apresentam
similaridade com alguma proteina de T. rangeli.

Desta forma, estes dados sugerem a presenga de
epitopos espécie-especificos em proteinas de superficie do T.
rangeli identificadas na fragdo SEP com potencial aplicagdo no
diagnostico sorologico deste parasito. Na tabela 6 (Tabela
suplementar 19) estdo sendo apresentados 21 possiveis
epitopos lineares ligantes em célula B preditos nas proteinas
presentes da fragdo SEP identificadas apenas pelo antissoros
homologos.

De acordo com Zhao e Li (2010), epitopos com boa
capacidade antigénica e de ligagdo a anticorpos nédo devem
apresentar grande quantidade de aminoacidos hidrofobicos,
porém segundo Kringelum e colaboradores (KRINGELUM et al.,
2013), estes epitopos devem conter uma regidao central com
alguns (poucos) aminoacidos hidrofébicos e flanqueados com
aminoacidos carregados. Utilizando estes critérios, varios
epitopos listados na tabela 6 podem ser descartados em uma
primeira analise pela presencga de varios residuos hidrofébicos.

Dentre todos estes epitopos preditos podemos listar pelo
menos trés pertencentes as proteinas de superficie GP63
(70kDa) e a proteina flagelar ligadora de calcio (FCaBP) (25kDa)
como potenciais marcadores especificos para T. rangeli,
baseados na caracteristica de antigenicidade, menor quantidade
de residuos hidrofobicos e na diferenga com as proteinas
homologas de T. cruzi (Tabela 6).

Dentre estas proteinas, a proteina flagelar ligadora de
calcio (FCaBP) de T. rangeli (Figura 22 A) ja foi relatada como
um potencial marcador especifico para o T. rangeli, mesmo
considerando a alta similaridade com a proteina homologa de T.
cruzi (PORCEL et al., 1996). A auséncia de seis residuos na
porcdo N-terminal desta proteina em relagdo a proteina
homologa de T. cruzi (Figura 22 C), confere a distingdo de um
epitopo exclusivo ao T. rangeli (SKSSAGNKDGKSATD) que
pode ser responsavel pelo forte reconhecimento especifico do
antissoro homologo nesta regido (Figura 22 B, linha 1), tornando
este peptideo um potencial marcador especifico para o T. rangeli
em diagndstico sorolégico diferencial ao T. cruzi.
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TR01599 (100%), 23,2972 Da
flagellar calcium-binding protein
8 unique peptides, 12 unique spectra, 67 total spectra, 82/205 amino acids (40% coverage)

MGACGSKSSA GNKDGKSATD RKVAWERIRQ VIPREKTAEA KQRRIDLFKK
FDKNDTGKLS YDEVYNGEIE VLKLDEFTPR VRDITKRAFN KAKDKGSKLE
NKGSEDFVEF LEFRLMLCYL YDYFELTVMF DEIDTSGNML LDAKEFEKAV
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Tc-FCaBP ETGKLSYDEVHSGCLEVLKLDEF TPRVRDITKRAF R 120
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Figura 22: Proteina flagelar ligadora de célcio (FCaBP) de Trypanosoma
rangeli identificada por MS/MS na banda TR13 (Figura 21) e reconhecida
pelo soro homdlogo. (A) Sequéncia da proteina e cobertura (40%) obtida na
analise LC-ESI-MS/MS, os peptideos com fundo amarelo foram validados
pelo programa Scaffold; (B) Espectro MS/MS do peptideo sublinhado,
representando a boa qualidade de identificagcdo das proteina; (C)
Alinhamento da proteina FCaBP de T. rangeli (TR01599) com a proteina
homodloga de T. cruzi (Tc00.1047053507891.47). O quadro na figura C
indica a regido com menor similaridade entre as duas proteinas e onde esta
localizado o epitopo com potencial marcador diferencial para T. rangeli
(Tabela 6).
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Tabela 5: Lista de epitopos lineares ligantes em células B preditos das proteinas de superficie do
Trypanosoma rangeli identificadas apenas pelos antissoro homdlogo, sem similaridade (ou <60%) com
proteinas de T. cruzi.

Proteina® Epitopo
TR07133 Surface protease GP63 TR4 90 SP TKPPPKEGEEYG 2,06
TR06873 Trans-sialidase TR4 90 SP GVPPGGSSQ 1,96
contig04199.3 Trans-sialidase TR4 90 SP ASPLGGQPPSVSPR 1,81
TR06718 Hypothetical protein TR5 75 MT DNNHVPGDNGGDSSV 1,68
contig00118.10 Group Il trans-sialidase superfamily TR5 75 SP EGGGDSAGYD 1,63
TR01599 Flagellar calcium-binding protein TR13 25 MT SKSSAGNKDGKSATD' 1,58
TR06390 Amaf protein TR13 25 SP QVPNPGGDVRYP 1,57
contig05156.2 Surface protease GP63 TR6 70 SP KKPEGEDRK 1,55
TR06390 Amaf protein TR13 25 SP YAPPPPLVTP 1,49
TR07133 Surface protease GP63 TR4 90 SP DTVTGSRPPFN 1,45
contig04199.3 Trans-sialidase TR4 90 SP FGGGGTAPT 1,37
contig03514.7 Trans-sialidase TR1 115 SP QEPTEIPMGAGPGS 1,32
TR07133 Surface protease GP63 TR4 90 SP VPPEHRSEGV 1,31
contig05156.2 Surface protease GP63 TR6 70 SP EEDDTGVQG' 1,27
TR02368 Golgi/lysosome glycoprotein TR6 70 SP EDKATGNVNT 1,26

contig03514.7 Trans-sialidase TR1 115 SP DSGHTGGLN 1,23
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TR02368 Golgi/lysosome glycoprotein TR6
contig05156.2 Surface protease GP63 TR6
TR02368 Golgi/lysosome glycoprotein TR6
contig00118.10 Group Il trans-sialidase superfamily TR5
TR06390 Ama1 protein TR13
contig05156.2 Surface protease GP63 TR6

70
70
70
75
25
70

SP
SP
SP
SP
SP
SP

KKGEKDPCHV
GQTLPGSLT
QGNERQGFAGAGGE
TPTRSEITWEPG
PMEVQRPQRD
SRKPSNACVEG'

1,21
1,15
1,13
1,13
1,13
1,10

@ Nomes das proteinas identificadas foram obtidos diretamente dos bancos de dados;

b Identificagdo das bandas correspondentes a figura 16;
° Massa molecular relativa (Mr) das bandas da figura 16;
Lo Localizagao celular predita da proteina;

¢ Score: valor de score do epitopo determinado pelo programa BepiPred (ponto de corte > 0,9) (Larsen et. al., 2006).

f Peptideos com potencial antigénico e como marcador diferencial.
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Com base nos resultados ao longo deste trabalho,
podemos afirmar que a analise protedbmica comparativa das
proteinas de superficie de T. rangeli e T. cruzi, combinada com
a analise de immunoblotting, possibilitou a deteccdo e
identificacdo de potenciais proteinas e peptideos marcadores
diferenciais de T. rangeli em relagédo ao T. cruzi. Tornando este o
primeiro estudo que identifica proteinas de superficie da forma
tripomastigota de T. rangeli e T. cruzi como fontes de antigenos
destes dois parasitos com aplicabilidade no diagndstico
sorolégico diferencial.

As proteinas, GP63 e FCaBP estdo sendo expressas
heterologamente em sistema bacteriano para a obtenc&o de
anticorpos monoclonais e a caracterizagdo destas proteinas de
T. rangeli.

Também, ensaios de immunoblotting utilizando soros de
pacientes chagasicos e as proteinas de superficie das formas
tripomastigota de T. rangeli e T. cruzi estdo sendo realizados. Da
mesma forma, os epitopos preditos de T. rangeli apresentados
neste trabalho foram sintetizados e ensaios de ELISA utilizando
estes epitopos serdo realizados utilizando antissoros de
camundongos experimentalmente infectados e de pacientes
chagasicos.

Além disto, este trabalho servira de apoio para as
analises do genoma do T. rangeli que esta em fase final de
anotagéo, pois confirma a expressdo de genes preditos no
genoma deste parasito.



92



93
6 CONCLUSOES

- Neste trabalho apresentamos o primeiro mapa do perfil
proteémico 2-D da forma tripomastigota diferenciada in
vitro de T. rangeli, o qual revela a maioria dos spots
proteicos resolvidos entre a faixa de pl 4-8 e com mass
molecular relativa entre 25 — 120 kDa;

- Através do perfil 2-D foram identificadas 137 proteinas
distintas da forma tripomastigota do T. rangeli, sendo
76% proteinas citosolicas ou mitocondriais e destacando-
se proteinas associadas a fungbes energéticas, a
resposta ao estresse, proteinas do citoesqueleto, além
de varias proteinas sem funcao definida;

- A avaliagédo da reatividade sorologica cruzada utilizando
proteinas soluveis de T. rangeli e de T. cruzi e antissoros
homologos e heterdlogos revelou que o reconhecimento
cruzado € menos intenso quando utilizadas proteinas das
formas tripomastigotas;

- Proteinas soluveis nas faixas de 25 kDa e entre 75-100
kDa da forma tripomastigota diferenciada in vitro de T.
rangeli sdo reconhecidas exclusivamente pelo antissoro
homologo, revelando-se promissores marcadores
especificos para este parasito;

- O estudo das fragcbes enriquecidas de proteinas de
superficie (SEP) de T. rangeli e T. cruzi possibilitou a
identificacdo de 138 e 343 distintas proteinas,
respectivamente;

- Foram identificados trés novas proteinas de T. rangeli
presentes na superficie deste parasito, uma proteina tipo
mucina (TrSMUG-L-like), uma glicoproteina de adesao
ao flagelo e uma proteina de superficie TolT;

- Dentre todas as proteinas de superficie de T. rangeli e de
T. cruzi identificadas neste estudo, 31% e 46% foram
observadas exclusivamente na forma tripomastigota de
cada parasito, respectivamente;

- Além disto, as analises das fragdbes SEP das formas
epimastigota e tripomastigota de T. rangeli e T. cruzi,
revelaram maior similaridade entre os perfis proteicos
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das fracbes SEP das formas de T. rangeli do que de T.
cruzi, sugerindo uma alteragao significativa na expressao
das proteinas de superficie ao longo do processo de
diferenciacao do T. cruzi, o que néao foi observado para o
T. rangeli;

Dentre o rol de proteinas identificadas exclusivamente na
superficie do T. rangeli, 27% sao proteinas ancoradas
em GPI, contrastando com apenas 11% das proteinas de
superficie do T. cruzi ancoradas da mesma forma;

Foi observado a presenga de trés distintos grupos de
sialidases (TrSial) no proteoma da fragdo de superficie
do T. rangeli (TrSial Il, V e VII), sendo os dois ultimos
reportados para este parasito pela primeira vez neste
estudo;

A proteina tipo mucina (TrSMUG-L-like) de T. rangeli foi
identificada apenas na fracdo de proteinas de superficie
da forma tripomastigota deste parasito;

Duas proteinas presentes na superficie das formas
tripomastigotas de T. rangeli GP63 (70 kDa) e a FCaBP
(24 kDa) foram reconhecidas exclusivamente por
antissoro homodlogo, tornando-as candidatas para a
aplicagédo no diagnéstico especifico do T. rangeli;

Foram preditos por andlise computacionais epitopos
lineares ligantes a célula B presentes nas proteinas da
fracdo proteica de superficie de T. rangeli sem
similaridade com epitopos de T. cruzi, destacando os
epitopos das proteinas GP63 e da FCaBP;

A analise protebmica da superficie do T. rangeli,
combinada com analises classicas de immunoblotting
demonstrou ser uma eficiente estratégia para a detecgao
de antigenos com potencial marcadores da infecgéo por
T. rangeli.
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APENDICE A: Proteinas identificadas por MS no perfil 2-D da forma tripomastigota de Trypanosoma
rangeli, com seus respectivos potenciais isoelétricos (pl), massas moleculares relativas (Mr) tedricos,
numeracao dos spots, localizagao celular e grupos de proteinas similares.

Proteina® Numero dos spots
TR00226 14-3-3 protein 4.714 30,0 148, 198 C K06630
TR02934 14-3-3 protein 4.933 29,0 195 C K06630
TRO05897 2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A 7.916 43,8 124 M K00639
ligase
TRO04750 25-70xoisovalerate dehydrogenase 6.001 39,7 177 M K00167
beta subunit
TR03422 25 kDa translation elongation factor ~ 6.551 16,8 191 N K03232
1-beta
TRO0O3071 60S acidic ribosomal protein PO 4.567 35,2 167 C K02941
TR02042 69 kDa paraflagellar rod protein 6.115 442 48 C
TR04024 69 kDa paraflagellar rod protein 5.927 43,7 45,48, 72 CN
TR00036 actin 5.464 42,0 231 K K10355
TR06474 activated protein kinase C receptor 5.910 35,0 180, 182 CN K14753
TR01680 adenylate kinase 6.287 29,0 188, 196 C K00939
TR02653 adenylate kinase 9.034 24,3 197 C K00939
TR05738 alcohol dehydrogenase (EC 1.1.1.1)  6.728 41,6 95, 146 M K13954
TR05056 alpha tubulin 4.697 49,8 3, 90, 228 K K07374
TR02075 aminopeptidase 5.960 42,7 103 C
TR00214 arginine kinase 4.956 34,8 76,111, 114,127,137,230 C K00934
TR05117 beta tubulin 5.275 45,2 2, 8,57, 82,87, 116, 129, C K07375
183, 199, 209, 238
TR04313 branched-chain amino acid 8.299 40,5 142, 143 M K00826

aminotransferase



TR06725
TR01302
TR03738

TR06127

TREG204011D02.b
TR03680

TR03337
TR06262

TR04445

TR01384

TR06347
TR06599
TR04008
TR00655
TR04947
TR05296

TR00236

TR00392
TRO01674

TR03733

calmodulin

calpain-like cysteine peptidase
chaperonin containing T-complex
protein

chaperonin HSP60, mitochondrial
precursor

Cyclophilin

cystathione gamma lyase

cytochrome C oxidase subunit IV
cytoskeleton-associated protein
CAP5.5

dihydrolipoyl dehydrogenase (EC
1.8.1.4)

elongation factor 1-alpha (EF-1-
alpha)

elongation factor 2

enolase (EC 4.2.1.11)
eukaryotic initiation factor 4a
eukaryotic initiation factor 5a
flagellar radial spoke protein-like

fructose-1,6-bisphosphatase,
cytosolic (EC 3.1.3.11)
fructose-bisphosphate aldolase,
glycosomal (EC 4.1.2.13)
glucokinase 1 (EC 2.7.1.2)

glucosamine-6-phosphate
isomerase
glucose-regulated protein 78

4.331
5.973
4.933

5.146

6.777

5.617
4.576

7.458

9.127

6.195
6.772
6.300
4.601
4.191
9.142

9.037

8.799
7.253

4.839

72,1
77,2
59,2

59,7

44,4

39,0
87,8

51,0
52,8

94,3
37,3
45,6
18,0
60,7
38,1

41,0

41,7
31,7

71,5

44
6, 220
126

36, 68, 75, 81, 117, 118,
123
163, 169, 216, 218

119, 130, 131, 132

162
27, 30, 55

89
89, 79, 92, 95, 97

18, 21
109, 112
15,115
110, 214
44
142

141, 142

141, 142
194

77

OO0 O ZZ0Z00 O O OZ00 2 OO0

Y
m

K09497

K04077

K00810

K00382

K03231

K03234
K01689
K03257
K03263
K03841
K01623

K00845
K02564

K09490

127



128

TREG210005G03.b
contig01422.5

TR03342
TR00831

TR03366
TR03493

TR06000
TRO7016

TRO0837
TR04415
TR03608

TR03124

TR03752
TR02868
TR05732
TR03074
TR02181

TR04816
TRO0075
TR00231

Glutamate dehydrogenase

glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase, cytosolic (EC
1.2.1.12)

glycosomal malate dehydrogenase
(EC 1.1.1.37)

haloacid dehalogenase-like
hydrolase

heat shock 70 kDa protein

heat shock 70 kDa protein,
mitochondrial precursor
heat shock protein 100 (HSP100)

heat shock protein 70 (HSP70)

heat shock protein 85
heat shock protein DnaJ
heat shock protein-like protein

heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H/F
hexokinase (EC 2.7.1.1)

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein

Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein

8.441

9.760

5.100

4.641
4.861

6.958
5.514

4.959
7.461
5.811

5.238

9.182
8.78

7.895
7.833
7.460

9.761
5.807
4.507

30,8

33,7
30,8

27,2
55,4

80,2
68,6

81,2
44,2
35,9

49,2

51,8
55,8
24,1
15,2
21,0
25,1
39,6
22,3

120, 125, 126
181

178
132,189

236
61, 124,125

25

49, 52, 53, 61, 125, 235,
237
221
117
180

24

64, 104, 105, 166
74

102

130

8

61
106
65, 111, 211

(@)

m

OTZT O0OO0OZT00 OZ00 OO0 2 O O
z

K00134

K00026

K07024

K03283
K04043

K03283

K04079

K00844
K00865
K01412
K01697
K03152

K04043



129

TR00293 Hypothetical protein 5.330 66,4 125 C
TRO00380 Hypothetical protein 4.910 42,9 38 N
TRO00591 Hypothetical protein 9.764 30,8 190, 234 M
TRO01041 Hypothetical protein 4.842 34,1 115, 156, 165 CN
TRO1557 Hypothetical protein 4.792 119,1 16, 223 C
TRO01915 Hypothetical protein 4.477 47,9 116, 227 C
TR02227 Hypothetical protein 9.649 42,5 128 N
TR02402 Hypothetical protein 4.363 37,5 239 N
TR03316 Hypothetical protein 10.585 30,5 92 C
TR03809 Hypothetical protein 9.988 27,3 193 M
TR04205 Hypothetical protein 4578 83,1 222 N
TR04633 Hypothetical protein 5.991 50,7 227 C
TRO04837 Hypothetical protein 4.920 34,4 130, 173 C
TR04870 Hypothetical protein 4.706 38,7 67, 129 C
TR05341 Hypothetical protein 5.910 58,2 226 C
TR05886 Hypothetical protein 4.938 28,4 200 M
TR05950 Hypothetical protein 9.594 42,9 141 N
TREG204001H02.b  Hypothetical Protein - - 13 C
contig06923.34 hypothetical protein, conserve 8.868 38,6 241 E*®
contig00187.1 hypothetical protein, conserved 5.143 45,0 139 C
TR00726 I/6 autoantigen 5.021 21,9 206 C
TRO06709 IgE-dependent histamine-releasing 4.220 19,5 215 C
factor
TR05816 inosine-5'-monophosphate 8.915 55,9 232 CN K00088
dehydrogenase
TRO05576 iron superoxide dismutase 7.299 22,0 310 C K04564
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TR01620
TR05935

TR02858
TRO4677

TR02438
TREG201003B05.b

TR00259
TR04446

TR03101
TR02578

TR01610
TR04810
TR02201
TR02767

TR06121
contig00774.9

TRO00880

TR03212
TR00459

TR06658

LA RNA binding protein
lipophosphoglycan biosynthetic
protein

lysophospholipase
lysosomal/endosomal membrane
protein p67

malate dehydrogenase (EC
1.1.1.37)

Malate dehydrogenase (EC
1.1.1.37)

malic enzyme (EC 1.1.1.38)

mitochondrial processing peptidase,
beta subunit
mitochondrial RNA binding protein

nascent polypeptide associated
complex subunit
paraflagellar rod component

paraflagellar rod protein 3
peptidase M20/M25/M40
phosphoglycerate kinase (EC
2.7.2.3)

prostaglandin F2alpha synthase
proteasome activator protein PA26,
putative

proteasome alpha 3 subunit
proteasome alpha 5 subunit
proteasome regulatory ATPase
subunit 3

proteasome regulatory ATPase

9.605
5.389

7.836
6.935

8.549

7.269
6.741

9.648
4.411

4.940
5.961
5.769
6.024

6.381
6.292

5.236

4.674
6.953

6.814

38,7
82,1

30,2
71,5

33,2

62,6
36,0

38,5
19,2

68,0
68,7
51,7
44,9

42,5
25,2

32,0

27,2
443

34,8

121
29, 229

201
148, 198

24,142,175,178
74, 160, 232

46,72
102

152
199

41,72

45

115

110, 111, 138

132
203

191

103, 206
118

107

mz O Z

®

O 000 O OO0z O O o T

K11090

K06128

K00026

K00026

K00027
K01412

K03626

K00927

K02728

K02729
K03063

K03065



TR01385
TR03123
TR03675
TR06266

contig00566.46
TR03103

TRO3577
TR05418

TR05708
TR02534
TR03208
TR04758
TR05363

TR06624
TREG004006B06.b
TREG201003D12.b
TREG206001D12.b
TREG206005H03.b
TRO1873
TR06821
TR02091

subunit 5

protein kinase
protein phosphatase
pyridoxal kinase

pyruvate phosphate dikinase (EC
2.7.9.1)

pyruvate phosphate dikinase 1 (EC
2.7.9.1)

RAB GDP dissociation inhibitor
alpha

reiske iron-sulfur protein precursor

ribonucleoprotein p18, mitochondrial
precursor
RNA helicase

RNA-binding protein
RNA-binding protein
S-adenosylhomocysteine hydrolase

serine/threonine protein
phosphatase catalytic subunit
seryl-tRNA synthetase

Sialidase

Sialidase

Sialidase

Sialidase

spermidine synthase

sterol 24-c-methyltransferase
stress-induced protein sti1

6.914
4.786
7.017
8.396

8.324

5.955

6.623
6.756

6.897
9.308
10.225
6.294
5.441

5.298

5.879
6.253
6.300

30,9
45,7
33,4
82,2

101,1
49,9

33,7
21,6

49,2
32,0
26,9
48,4
34,4

53,6

33,0
40,9
62,8

182
240

70, 188
22

20
110

177
217

108
104
163
110
177

22, 84,152, 222
48

48, 51

120

156, 167

46, 207

97, 146

224, 225

oommmmmao O
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K00868
K01006

K01006

K00411

K12812

K01251
K06269

K01875

K00797
K00559
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TR04856 succinate dehydrogenase 6.653 67,0 226 M K00234
flavoprotein (EC 1.3.5.1)

TR02001 succinyl-CoA ligase [GDP-forming] 6.845 451 119, 130, 131 M K01900
beta-chain (EC 6.2.1.4)

TRO01479 succinyl-coA:3-ketoacid-coenzyme 7.564 53,4 96 M K01027
A transferase

TREG204009F12.b  Surface protease GP63 - - 39, 46, 229 E

TR06606 thermostable carboxypeptidase 1 6.681 36,8 76 C K01299

TR03503 threonyl-tRNA synthetase 6.640 91,3 27 N K01868

TRO04770 transitional endoplasmic reticulum 5.538 89,0 39,70 C K13525
ATPase

TR02117 transketolase (EC 2.2.1.1) 7.012 72,7 51 C K00615

TREG210005B02.b  Translation elongation factor 1 beta - - 103 C K03232

TR06591 translation elongation factor 1-beta 4.893 14,7 206 N K03232

TR02126 tricarboxylate carrier 9.416 25,2 161 cf

TR02563 tryparedoxin peroxidase 7.245 20,6 185, 192 C K11185

TR02148 tyrosine aminotransferase 6.423 455 79,131,134 C K00815

TR00246 vacuolar ATP synthase subunit B 5.190 55,7 152 C K02147

@ Codigos de acessos: “TREG” proteinas obtidas no transcriptoma do T. rangeli; “contig” sdo proteinas referente aos genes preditos a
artir da montagem do genoma de T. rangeli; “TR” sdo ORFs obtidas no genoma nado montado de T. rangeli;
Os nomes das proteinas identificadas foram obtidos diretamente dos bancos de dados;
° Ponto Isoelétrico (pl) e MW (Massa molecular relativa (Mr)) em kDa teéricas;
¢ Localizaggo Celular (LC), onde: citosol (C); nticleo (N); mitocondria (M); extracelular (E); reticulo endoplasmatico (RE); membrana
plasmatica (MP); citoesqueleto (K); peroxissomo (P);
¢ Proteinas contendo peptideo sinal de clivagem no reticulo; " Proteina com pelo menos um dominio hidrofébico trans-membranar (TMD);
APENDICE C: Esquema com as proteinas (quadros verde claro) de Trypanosoma rangeli mapeadas nas
principais vias do metabolismo energético: glicolise (9), ciclo do acido citrico (5), via das pentose (3) e
metabolismo do piruvato (3).
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se / Glicogendlise Via das pentoses

Via das pentoses
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APENDICE D: Alinhamento com as proteinas da familia das metaloproteases (GP63) identificadas na

fragdo SEP de Trypanosoma rangeli. A regiao no sublinhada corresponde ao motivo catalitico
(HEXXHXXGXX).

rRososL
TROFAL3S
contigosSise
rTRorioa

rRosos1
TROFAL3S3
contigosise
rTRorioa

rRosos1
TROFAL3S
contigosise
rmorioa
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