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RESUMO

NEGREIROS, R. S. Andlise protedmica de epimastigotas da cepa G de
Trypanosoma cruzi isolada de um gamba da Amazdénia. 199 f. Tese de
doutorado - Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2013.

Diversos isolados e cepas de Trypanosoma cruzi séo classificados em seis grupos
genéticos ou discrete typing units (DTUs), Tcl a TcVIL. A cepa G estudada no
presente trabalho pertence ao DTU Tcl e foi isolada de um gamba da regido
Amazobnica brasileira. Parasitos pertencentes a essa cepa apresentam um genoma
nao hibrido e menor que da cepa CL Brener. Além disso, tripomastigotas
metaciclicas da cepa G sdo qualificados como pouco Vvirulentas e,
surpreendentemente, amastigotas axénicas s&o altamente infectivas. Dentro de um
amplo projeto do nosso grupo de pesquisa que envolve o futuro sequenciamento do
genoma da cepa G de T. cruzi, esta inserida a analise proteémica de epimastigotas
em larga escala que auxiliara na anotagdo dos genes. Para isso, foi realizada a
analise por LC-MS/MS dos peptideos gerados por digestdo em gel do lisado proteico
de epimastigotas. Foram feitas trés buscas automatizadas em bancos de dados.
Para a primeira busca, utilizando-se do banco de dados de Trypanosoma spp. e
outros tripanossomatideos, 1.460 proteinas foram identificadas. Para a segunda
busca, no banco de dados apenas da cepa CL Brener, foram obtidas 953
identificagbes. Para ambas as buscas, foi utilizado o algoritmo do programa Sequest.
Ja com a utilizagdo do algoritmo do PEAKS, foram detectadas 2.947 proteinas a
partir do confronto dos espectros MS/MS com o banco de dados das cepas CL
Brener e Sylvio X10/1. Considerando essa ultima abordagem, este € o proteoma
mais abrangente realizado até hoje disponivel independentemente do estagio de
vida. Em todas as buscas, a via metabdlica mais abundante em numero de
anotacbes foi metabolismo de purinas, o que esta condizente com o alto
requerimento energético de formas epimastigotas replicativas. A via glicdlise
também foi listada entre as dez vias metabdlicas mais representativas em todas as
buscas, provavelmente devido a presenga de glicose no meio de cultivo e a
preferéncia por essa hexose como fonte de carbono por epimastigotas. Todas as

buscas resultaram na predominancia de proteinas preditas a serem secretadas pela



via ndo classica e na identificagdo de diversas proteinas integrais de membrana
potenciais, mostrando que a extracdo de proteinas por solubilizacdo com SDS foi
eficiente para o propésito de um proteoma abrangente. Particularmente, na busca 3,
foram identificadas varias proteinas candidatas a alvos de drogas estudadas pelo
nosso grupo, como leucil-aminopeptidase (LAP), oligopeptidase B (OPB), prolil-
oligopeptidase (POP), metiltioadenosina fosforilase (MTAF) e catepsina B. Em
relagdo as familias multigénicas de T. cruzi, a terceira busca resultou na
identificacdo de uma grande quantidade de membros das familias de trans-
sialidases (TS), mucin-associated surface proteins (MASP), mucinas, proteinas
retrotransposon hot spot (RHS) e dispersed gene family 1 (DGF-1) e glicoproteinas
de 63 kDa (gp63). Portanto, podemos concluir que a busca no banco de dados das
cepas CL Brener e Sylvio X10/1 foi a mais satisfatoria. Este proteoma representa um
avango significativo para o conhecimento do conjunto de proteinas expresso em T.
cruzi e, também, um passo importante para a elucidagado da sequéncia genémica da

cepa G de T. cruzi.

Palavras-chave: doenga de Chagas, Trypanosoma cruzi, cepa G, epimastigotas,

proteoma, espectrometria de massas.



ABSTRACT

NEGREIROS, R. S. Proteomic analysis of G strain epimastigotes of
Trypanosoma cruzi isolated from an opossum of Amazonic Region. 199 f.

Thesis (doctorate) - Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2013.

Many isolates and strains of Trypanosoma cruzi are classified into six genetic groups
or DTUs (discrete typing units), Tcl to TcVI. G strain studied in the present work
belongs to DTU Tcl and was isolated from an opossum of Brazilian Amazon. G strain
parasites have a non-hybrid and smaller genome than CL Brener strain. Moreover, G
strain metacyclic trypomastigotes forms are characterized as low virulent and
surprisingly axenic amastigote forms are highly infective. Within a broad project of
our research group, which involves the subsequent genome sequencing of T. cruzi G
strain, high-throughput proteomic analysis of epimastigotes is inserted to help gene
annotation. For this, LC-MS/MS analysis of peptides generated by in-gel digestion of
epimastigote protein lysate was accomplished. Three database automated searches
were done. The search using the database of Trypanosoma spp. and other
trypanosomatids allowed identification of 1.460 proteins. Secondly the search against
T. cruzi CL Brener strain database resulted in 953 identifications. For both searches,
Sequest algorithm was employed. With the use of PEAKS algorithm, 2.947 were
detected from search against both CL Brener and Sylvio X10/1 strains database.
Considering the last approach, this is the most abrangent proteome that has been
revealed so far regardless the life stage of the parasite. In all searches, the most
abundant metabolic pathway in number of annotations was purine metabolism, which
is consistent with high energy requirement of replicative epimastigote forms. The
glycolysis pathway also was related to the ten most representative metabolic
pathways in all searches, probably due to the presence of glucose in culture medium
and the preference for this hexose as carbon source by epimastigotes. All searches
revealed the predominance of proteins secreted by non classical pathway and in the
identification of many potential integral membrane proteins, showing that protein
extraction was efficient for the purpose of an in-depth proteome. Notedly, with the

search against both CL Brener and Sylvio X10/1 strains database, several drug



target candidates studied by our group, as leucyl aminopeptidase (LAP),
oligopeptidase B (OPB), prolyl oligopeptidase (POP), methylthioadenosine
phosphorylase (MTAF) and cathepsin B were detected. In relation to multigenic
families of T. cruzi, the third search resulted in the identification of a large amount of
members of families of trans-sialidases (TS), mucin-associated surface proteins
(MASP), mucins, retrotransposon hot spot (RHS) and dispersed gene family 1 (DGF-
1) proteins and 63 kDa glycoproteins (gp63). Therefore, we conclude that the search
against both CL Brener and Sylvio X10/1 strains of T. cruzi was the most satisfactory.
This proteome represent a significant advance in understanding the set of proteins
expressed in T. cruzi and also an important step for elucidation of genome sequence
of T. cruzi G strain.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, G strain, epimastigotes, proteome,

mass spectrometry.
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INTRODUGAO

1. Doeng¢a de Chagas: aspectos gerais

1.1. Descoberta da doen¢a de Chagas

A doencga de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase Americana,
€ causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Foi descrita em 1909 pelo médico
brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (1878-1934). Em 1907, Chagas foi
designado por Oswaldo Cruz para implementar uma campanha contra a malaria que
estava comprometendo as obras de extensao na Estrada de Ferro Central do Brasil,
no estado de Minas Gerais. Na atual cidade de Lassance, Carlos Chagas instalou
um pequeno laboratorio improvisado em um vagao de trem. Ao mesmo tempo, ele
coletava e examinava espécies da fauna brasileira devido ao seu crescente
interesse por entomologia e protozoologia. Em 1908, ele identificou, na amostra de
sangue de um sagui (Callithrix penicillata), um protozoario do género Trypanosoma
nomeado Trypanosoma minasense, nao patogénico para o animal (Kropf e Sa,
20009).

Chagas soube que um inseto hemato6fago se escondia nas cabanas de pau-a-
pique da regido, popularmente conhecido como barbeiro devido ao habito alimentar
noturno de picar os rostos das pessoas enquanto elas dormiam. Ele encontrou
formas de protozoarios flagelados no intestino de alguns insetos e hipotetizou que
poderiam ser parasitos naturais do inseto ou de vertebrados como o T. minasense.
Os insetos foram enviados para o Instituto de Manguinhos, depois denominado
Instituto Oswaldo Cruz, onde Oswaldo Cruz fez com que eles se alimentassem em
saguis criados em laboratério. Depois, formas de tripanossomas foram encontradas
em amostras de sangue de um dos saguis, que adoeceu. Chagas retornou ao
Instituto e constatou que nao se tratava do T. minasense e sim de uma nova espécie
nomeada Trypanosoma cruzi em homenagem ao mestre Oswaldo Cruz (Kropf e Sa,
20009).

Pesquisando outros hospedeiros vertebrados do parasito, Chagas suspeitou
gque o homem poderia ser um deles e retornou a Lassance onde identificou o T. cruzi
na amostra de sangue de um gato, um hospedeiro doméstico. Assim, a possibilidade

de que o T. cruzi seria também um parasito capaz de infectar humanos era



22

consideravel. Apds realizar exames de sangue em moradores da regidao, Carlos
Chagas identificou o T. cruzi no sangue de uma crianga de dois anos de idade
chamada Berenice que apresentava febre, anemia profunda e ganglios inchados.
Assim, estava identificada uma nova tripanossomiase humana, a doenga de Chagas
(Chagas, 1909; Kropf e Sa, 2009).

E considerada uma descoberta inédita e excepcional devido a identificacéo do
inseto transmissor, do agente etiologico e dos hospedeiros, a descrigdo
anatomopatoldgica e do quadro clinico da doenga humana pelo mesmo pesquisador.
Além disso, a cronologia desse estudo foi incomum em razao da prévia identificagéo
do vetor e do parasito e da posterior associagao deles a doenga (Lewinsohn, 1981).

Apesar de a descoberta da doenga de Chagas ter ocorrido ha pouco mais de
cem anos, um estudo de paleoparasitologia sugere que a doenga de Chagas € muito
provavelmente uma doenca antiga. DNA de T. cruzi foi detectado em corpos
humanos mumificados encontrados no deserto do Atacama, no norte do Chile e sul
do Peru, datados por radiocarbono dentro do intervalo de 9000 a 450 anos atras. A
explicagdo mais plausivel para essa constatagdo sugere que, antes da ocupacgao
dessa regido por humanos, o ciclo silvestre da doenga de Chagas compreendia um
vasto numero de hospedeiros mamiferos e insetos vetores. Com a colonizagao
dessa area, os humanos teriam se inserido nesse ciclo silvestre e se tornado
hospedeiros do parasito. Assim, o ciclo domeéstico teria se desenvolvido
gradualmente, atingindo seu estado atual (Aufderheide et al., 2004).

1.2. Aspectos epidemiolégicos

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) define as doengas tropicais
negligenciadas como um grupo de doengas que dificultam o desenvolvimento
econdmico em populagdes pobres e nao tém a atencao de industrias farmacéuticas.
Entre as doencgas tropicais negligenciadas, encontram-se: doenca de Chagas,
dengue, tripanossomiase africana, leishmaniose e esquistossomose, entre outras
(Who, 2013). Essas doengas ocorrem principalmente em areas rurais ou urbanas
pobres e geram um grande impacto sobre a saude publica e, consequentemente,
sobre as economias nacionais.

Estima-se que aproximadamente 8 milhdes de pessoas estejam infectadas
pelo T. cruzi. A doencga de Chagas é principalmente distribuida em areas endémicas
de 21 paises da América Latina: Argentina, Belize, Bolivia, Brasil, Chile, Colémbia,
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Costa Rica, El Salvador, Equador, Guatemala, Guiana, Guiana Francesa, Honduras,
Meéxico, Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru, Suriname, Uruguai e Venezuela.
Especificamente no Brasil ha a estimativa de 2 a 3 milhdes de pessoas infectadas
por esse parasito (Martins-Melo et al., 2012). Nas ultimas décadas, a deteccdo de
casos da doenga de Chagas tem sido cada vez mais frequente nos Estados Unidos,
no Canada, em paises da Europa, no Japdo e na Australia devido a migragéao
populacional entre a América Latina e o resto do mundo (Who, 2012; 2013).
Observa-se um declinio do numero estimado de pessoas infectadas pelo T.
cruzi, do numero de novos casos por ano e, consequentemente, do numero de
mortes por ano, da década de 80 até os dias atuais: em 1990, 30 milhdes de
pessoas infectadas, 700.000 novos casos por ano e 45.000 mortes; em 2000, 18
milhdes de pessoas infectadas, 200.000 novos casos por ano e 21.000 mortes; em
2006, 15 milhdes de pessoas infectadas, 41.200 novos casos por ano e 12.500
mortes (Who, 2007). A aparente redu¢cdo do numero de individuos infectados de 15
milhdes em 2007 para 8 milhdes em 2013 pode ser decorrente de iniciativas de
controle da doengca de Chagas na América Latina pela OMS e por autoridades
regionais e nacionais ou apenas ser resultado de uma subnotificacdo dos casos
dessa doenga principalmente devido a existéncia de uma fase aguda geralmente
assintomatica, o que dificultaria o diagndstico. Ainda assim, a estimativa mais
recente de aproximadamente 8 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo

permanece altamente preocupante.

1.3. Trypanosoma cruzi

O parasito T. cruzi apresenta a seguinte classificacdo taxonémica: dominio
Eukarya, reino Protista, sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo
Mastigophora, classe  Zoomastigophora, ordem  Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Trypanosoma (Rassi, Rassi e Marcondes De Rezende,
2012). A familia Trypanosomatidae também inclui os protozoarios Trypanosoma
brucei e Leishmania spp., que causam a Tripanossomiase Africana e a
Leishmaniose, respectivamente, e € caracterizada pela presenga de um unico
flagelo e uma mitocdndria chamada cinetoplasto, que contém DNA mitocondrial com
uma organizagao unica (KDNA: kinetoplast DNA). Juntos, os parasitos T. cruzi, T.
brucei e Leishmania major sdo denominados TriTryp.

O T. cruzi é predominantemente diploide (El-Sayed et al., 2005) e replica-se
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por fissdo binaria, um processo assexual (Zingales et al., 2012). Tendo a
transmissao vetorial como foco inicial neste momento, o ciclo de vida do T. cruzi é
complexo e digenético, compreendendo insetos hematéfagos e hospedeiros
vertebrados (Figura 1). Iniciando a descrigdo do ciclo pela ingestdo do T. cruzi pelo
inseto vetor, quando o barbeiro macho ou fémea pica o hospedeiro vertebrado
infectado, ingere formas tripomastigotas circulantes no sangue. No trato digestivo do
triatomineo, formas tripomastigotas nao replicativas diferenciam-se em formas
epimastigotas e algumas formas esferomastigotas. Epimastigotas s&o replicativas,
dividem-se no intestino médio, migram para o intestino posterior e o reto do inseto
onde se aderem e se transformam em formas tripomastigotas metaciclicas, dando-
se o0 processo chamado de metaciclogénese. Tripomastigotas metaciclicas sao
liberadas nas fezes e na urina do triatomineo infectado durante o repasto sanguineo
e podem ser inoculadas no hospedeiro vertebrado por injuria no sitio da picada ou
pré-existente, ou pelas mucosas dos olhos e da boca. No vertebrado,
tripomastigotas metaciclicas podem potencialmente infectar todos os tipos de células
nucleadas; inicialmente, as células do sitio da picada sdo as células-alvo dos
parasitos. Intracelularmente, tripomastigotas s&o liberadas dos vacuolos
parasitéforos, completam a diferenciacdo em amastigotas (amastigogénese) que
multiplicam-se no citoplasma. Amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas e as
células infectadas sao lisadas por causa do grande numero de parasitos, podendo
invadir tecidos adjacentes e se difundir pelos vasos linfaticos e pelo sangue para
tecidos distantes, principalmente células musculares estriadas cardiacas, estriadas
esqueléticas e lisas, células ganglionares, onde ocorrem varios ciclos de replicagao
intracelular. Eventualmente, formas tripomastigotas podem ser ingeridas por um
outro triatomineo e transmitidas para um préximo hospedeiro vertebrado (Rassi,
Rassi e Marin-Neto, 2010; Rassi, Rassi e Marcondes De Rezende, 2012).
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Fases no inseto vetor

Fases no mamifero’hospedeiro

Figura 1. Ciclo de vida do T. cruzi.

1. O triatomineo (fémea ou macho) pica o hospedeiro vertebrado e ingere tripomastigotas
circulantes. 2. Tripomastigotas metaciclicas (TM). 3. Tripomastigotas diferenciam-se em
epimastigotas e alguns esferomastigotas. 4. Epimastigotas multiplicam-se no intestino médio
do inseto vetor. 5. Epimastigotas diferenciam-se em TM no intestino posterior e no reto. 6. O
triatomineo transmite TM nas fezes e na urina préoximo ao sitio da picada apds o repasto
sanguineo. 7. TM. 8. TM infectam células do sitio da picada (nesta figura, macréfagos). 9.
TM transforma-se em amastigota. 10. Amastigota. 11. Amastigotas multiplicam-se no
citoplasma. 12. Amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas. 13. Tripomastigotas sao
liberadas por lise da célula hospedeira. 14. Amastigotas e tripomastigotas. 15. (a)
Tripomastigotas e (b) amastigotas s&o formas infectivas. No centro da figura, estdo os mais
importantes reservatorios envolvidos na manutengao do parasito nos ambientes doméstico e
peridoméstico. Modificado de Teixeira et al. (2012).
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1.4. Insetos vetores e hospedeiros vertebrados do T. cruzi

Os insetos hematdéfagos ou barbeiros que podem abrigar o T. cruzi e
transmiti-lo ao homem e a outros hospedeiros vertebrados sao também
denominados triatomineos (dominio Eukarya, reino Animalia, filo Arthropoda, classe
Insecta, ordem Hemiptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae).

A transmissdo da doenca de Chagas para o homem esta associada a dois
cenarios epidemiologicos: peridoméstico e doméstico. Os barbeiros tém como
habitats naturais os ambientes silvestres, tais como ninhos de gambas, tocas de
tatu, abrigos em pedras e palmeiras. Porém, com a destruicdo desses habitats por
desmatamento e colonizacédo desenfreados, a disponibilidade de animais é reduzida,
0 que leva ao desequilibrio entre as fontes de alimento e as populacbes de
barbeiros. Isso faz com que esses insetos busquem alimento em regides
peridomiciliares que possuem criagdes de animais e, até mesmo, atinjam as areas
domiciliares. Nas areas domiciliares, os triatomineos tipicamente vivem em fendas
de cabanas de pau-a-pique, onde se ocultam durante o dia e saem a noite em busca
de alimento. Assim, os ciclos de transmissao do T. cruzi silvestre, peridoméstico e
domeéstico apresentam sobreposicéo e sao interrelacionados (Argolo et al., 2008).

O tempo médio de vida dos barbeiros € de dois anos. Como citado na
descricao do ciclo de vida do T. cruzi, tanto o macho quanto a fémea alimentam-se
de sangue. ApoOs o repasto sanguineo, a fémea adulta deposita de uma a duas
centenas de ovos no seu abrigo. Cada ovo origina uma ninfa, que apresenta cinco
estadios antes de atingir a forma adulta (Argolo et al., 2008).

Atualmente, na subfamilia Triatominae, um total de 142 espécies ja foram
descritas (Gurgel-Gongalves et al., 2012) e sao potenciais hospedeiros do T. cruzi,
embora relativamente poucas sejam vetores competentes para esse parasito (Lent e
Wygodzinsky, 1979; Rassi, Rassi e Marin-Neto, 2010; Rassi, Rassi e Marcondes De
Rezende, 2012). As espécies de vetores com maior importancia na transmisséo da
doenga de Chagas sado Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis e Panstrongylus
megistus nos paises do Cone Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e
Uruguai); Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata nos paises do Pacto Andino
(Colébmbia, Equador, Peru e Venezuela) e em partes da América Central; T.
dimidiata e Triatoma barberi no México. Historicamente, T. infestans tem sido o mais
importante vetor domiciliar no sul da América do Sul, nas regides endémicas sub-

amazobnicas (Rassi, Rassi e Marin-Neto, 2010; Rassi, Rassi e Marcondes De
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Rezende, 2012; Who, 2012), e teve sua erradicagao domiciliar certificada em 2006
no Brasil (Silveira e Dias, 2011). No Brasil, 62 espécies de triatomineos tém sido
encontradas, das quais 39 sdo exclusivas do pais. Os estados brasileiros que
apresentam os maiores numeros de espécies de triatomineos sdo Bahia (25 spp.) e
Mato Grosso (18 spp.), seguidos por Para, Tocantins e Minas Gerais (15 spp., cada).
No que concerne aos biomas, o Cerrado e a Caatinga sdo os detentores da maior
diversidade de espécies (Gurgel-Gongalves et al., 2012). Segundo levantamento
entomologico de base, em 2007, as principais espécies de vetores do T. cruzi na
rotina do programa de controle da doenga de Chagas no Brasil eram Triatoma
sordida, Triatoma pseudomaculata, T. brasiliensis e P. megistus (Silveira e Dias,
2011).

Antigamente, conceituava-se um reservatério de um parasito como um
organismo selvagem quase inerte que abriga um parasito que causa uma doenga
humana. O conceito mais recente de reservatério considera o hospedeiro como um
sistema vivo complexo, capaz de sofrer e aplicar pressao seletiva em relagdo aos
parasitos, conforme as condicdes ambientais desses. No caso do T. cruzi, que teve
o ciclo de vida ampliado a partir do ambiente silvestre para as areas domiciliares,
tanto animais selvagens quanto domeésticos podem agir como hospedeiros desse
parasito. Assim, um reservatorio pode ser definido como uma espécie ou um
conjunto de espécies, sejam hospedeiros selvagens ou domésticos, responsaveis
pela manutengcdo a longo prazo de um dado parasito em um dado ambiente
(Noireau, Diosque e Jansen, 2009). Além do ser humano, ha uma grande variedade
de animais que podem ser reservatérios do T. cruzi, como marsupiais, primatas,
morcegos, quatis, guaxinins, raposas, tatus, roedores, cachorros, gatos, porcos,
cabras.

Os marsupiais sado considerados os mais antigos hospedeiros selvagens do
T. cruzi, juntamente com tatus e tamanduas. Gambas do género Didelphis criados
em laboratorio e infectados por via subcutdnea com T. cruzi apresentaram formas
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas no lumen das glandulas anais (Deane,
Lenzi e Jansen, 1986), assim como tripomastigotas no sangue periférico (Deane,
Lenzi e Jansen, 1984). Foi observado que a metaciclogénese nas glandulas anais
ocorre independentemente de ades&o as células epiteliais (Carreira et al., 2001),
uma caracteristica que difere da metaciclogénese no trato digestorio posterior do
barbeiro. Em contrapartida, em gambas naturalmente infectados, a prevaléncia de
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infeccdo nas glandulas anais é baixa (Steindel et al., 1988; Fernandes et al., 1989).
Esses resultados sugerem que gambas Didelphis spp. podem atuar
simultaneamente como reservatorio e vetor do T. cruzi. Em termos evolutivos,
possivelmente a transmissdo do T. cruzi pelas excregbes das glandulas anais dos
gambas é um mecanismo anterior a aquisicdo dos habitos hematofagicos pelos
triatomineos, o que também garantiria a perpetuacdo desse parasito na natureza
(Noireau, Diosque e Jansen, 2009).

A ligacéo entre os ciclos silvestre e peridoméstico ou doméstico pode ser feita
pelos animais domeésticos como cachorros, gatos e de criagbes peridomésticas
como porcos, cabras, por representarem uma alternativa alimentar para os
triatomineos em decorréncia da degradacao dos habitats silvestres.

Aves, répteis e anfibios séo refratarios a infeccao pelo T. cruzi e, portanto,
nao considerados reservatérios do parasito. Em aves, isso se deve ao efeito litico
mediado pelo sistema complemento sobre os parasitos, independentemente de
anticorpos (Kierszenbaum, Gottlieb e Budzko, 1981). Apesar disso, as aves,
principalmente as galinhas, exercem um papel indireto, porém significativo, na
manutengao do T. cruzi nos ambientes selvagem e peridomeéstico por representarem
uma fonte alimentar para os triatomineos. A frequéncia com que os triatomineos
infectados com T. cruzi se alimentam afeta a densidade populacional e a proporcao
dos diferentes estagios de desenvolvimento na populagdo. Esses insetos
hematdéfagos podem ficar sem se alimentar por varios meses antes de morrer e a
perda de nutrientes no trato intestinal influencia na populagéo do T. cruzi. Apos jejum
prolongado, a densidade da populagdo de parasitos no intestino posterior e no reto
de triatomineos é fortemente reduzida, além do aumento da porcentagem de formas
esferomastigotas em detrimento de formas epimastigotas e tripomastigotas. Essas
formas esferomastigotas parecem ser induzidas em condigdes de estresse (Kollien e
Schaub, 1998).

Portanto, as aves apesar de nao abrigarem o T. cruzi, participam
indiretamente na densidade e na composi¢cao populacionais no triatomineo ao
servirem como fonte de sangue. Ao mesmo tempo, galinheiros em areas
peridomeésticas ou domésticas s&o atrativos para os barbeiros e podem agir como
uma barreira a invasao domiciliar ou aumentar as chances de contato entre animais

domeésticos ou humanos e triatomineos (Noireau, Diosque e Jansen, 2009).
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1.5. Formas de transmissao do T. cruzi para o homem

As formas de transmissao do T. cruzi para o0 homem sao multiplas. Além da
transmissao vetorial, esse parasito também pode ser contraido pelo contato direto
com as mucosas, abrasdes na pele, ingestdo acidental, transfusbes sanguineas,
transmissao vertical, transplante de 6érgéos, acidentes laboratoriais (Rassi, Rassi e
Marcondes De Rezende, 2012; Who, 2012) e ainda deve ser considerada a
possibilidade de transmiss&o sexual em humanos (Dias e Amato Neto, 2011) que foi
recentemente descrita em camundongos (Silva, 2013).

A transmissao por intermédio de triatomineos & considerada usual por grande
parte dos autores e inclusive pela OMS e os mecanismos de transmissdo nao
vetoriais sdo tidos como menos frequentes. Entretanto, Coura (2006) considera que
a infecgao por via oral proveniente da ingestdo de alimentos e liquidos contaminados
com T. cruzi tornou-se o mais importante modo de transmiss&o no Brasil, originando
microepidemias e surtos da fase aguda da doenga de Chagas em varias regides do
pais. A contaminacdo de alimentos e bebidas com esse protozoario pode ocorrer
durante o preparo e duas possibilidades sado sugeridas: contato com excre¢des das
glandulas anais de gambas ou fezes de barbeiros, ou barbeiros infectados inteiros
que seriam triturados ou esmagados. A ingestdo de carne crua de mamiferos
silvestres contendo pseudocistos e formas tripomastigotas circulantes também é
considerada uma potencial fonte de ingestdo acidental do T. cruzi. No Brasil, surtos
de fase aguda da doenga de Chagas acabam ocorrendo com frequéncia. Em relagao
a alguns casos notificados, em 2005, ocorreu um surto em Santa Catarina associado
a ingestdo de caldo de cana contaminado (Steindel et al., 2008). No Para, no
Amazonas e na Bahia, também ocorreram surtos, em 2006 e 2007, ocasionados
pela ingestdo de sucos de bacaba, agai e caldo de cana contaminados e até pela
possivel contaminagdo de agua inapropriadamente armazenada (Dias et al., 2008;
Nobrega et al., 2009; Bastos et al., 2010; Monteiro et al., 2010). Em uma escola de
Caracas, Venezuela, ocorreu um surto em 2007 devido a ingestdo de suco de
goiaba contaminado (Alarcon De Noya et al., 2010). No estado do Amazonas, a
ingestao de agai contaminado levou a ocorréncia de casos de fase aguda em 2010
(Souza-Lima Rde et al., 2013). A severidade da doenga proveniente da infecgdo por
via oral é indiscutivel, com alguns casos resultando em mortes (Coura et al., 2002;
Yoshida, 2008). Por isso, o cuidado no armazenamento e no preparo de alimentos e
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bebidas em regides endémicas pode minimizar a contaminagdo com T. cruzi e a
subsequente ocorréncia de surtos da fase aguda da doenga de Chagas.

A questdo de qual modo de transmissdo predomina atualmente € bastante
controversa. E importante ressaltar que, na maioria dos casos de doenca de
Chagas, nao fica evidente a forma de aquisicdo do parasito e, por isso, esses dados
epidemioldgicos podem ndo corresponder a realidade. Possivelmente, por suas
caracteristicas alarmantes de gerar sintomas severos e microepidemias e surtos em
que muitas pessoas sado infectadas conjuntamente e algumas delas morrerem
rapidamente apds o contagio, a infeccdo por via oral tenha sido destacada por

alguns pesquisadores perante as outras formas de aquisigao do parasito.

1.6. Fases e manifestagodes clinicas

A doenga de Chagas pode ser caracterizada por duas fases: aguda e crénica.
Alguns autores consideram trés fases: aguda, indeterminada e cronica. No presente
trabalho, a classificacdo considerada foi a primeira citada, em que as formas
determinada e indeterminada s&do encaixadas dentro da fase crdénica. Uma variedade
de fatores ndo exclusivos pode determinar quais manifesta¢des clinicas ocorreram,
tais como: carateristicas genéticas do parasito e do hospedeiro, infeccbes mistas
(causadas por mais de um clone de T. cruzi), fatores culturais e geograficos
(Zingales et al., 2012).

A fase inicial aguda é geralmente assintomatica e é reconhecida em apenas
1-2% dos individuos infectados. Nesses casos, os sintomas s&o variaveis e incluem:
febre prolongada, mal-estar, inchagco do figado, bago e linfonodos, edema
subcuténeo localizado ou generalizado. Na transmissao vetorial, existem sinais que
indicam o sitio de entrada do T. cruzi: o chagoma, uma area endurecida com eritema
e inchacgo, e o sinal de Romana, edema unilateral indolor de ambas as palpebras e
de tecidos perioculares. Em 90% dos casos, as manifestagdes clinicas declinam
espontaneamente apds 4-8 semanas. Ocasionalmente, ocorrem mortes na fase
aguda (5-10% dos casos sintomaticos) em decorréncia de miocardite aguda e/ou
meningoencefalite (Rassi, Rassi e Marin-Neto, 2010; Rassi, Rassi e Marcondes De
Rezende, 2012; Who, 2012).

Na fase crénica da doenga de Chagas, 60-70% dos individuos positivos para
anticorpos IgG contra T. cruzi no soro sao assintomaticos e sdo agrupados na forma

indeterminada da fase crénica, enquanto que os outros 30-40% pertencem a forma
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determinada da fase cronica e desenvolvem patologias cardiacas e/ou digestivas
(megacolon e megaes6fago) severas e até lesbes no sistema nervoso central,
depois de 10-30 anos da infecgdo inicial. 2-3% dos individuos da forma
indeterminada evoluem para manifestacdes sintomaticas descritas acima por
mecanismos ainda desconhecidos (Rassi, Rassi e Marin-Neto, 2010; Rassi, Rassi e
Marcondes De Rezende, 2012; Who, 2012). A progressao direta da fase aguda para
a fase crbnica determinada ocorre em alguns pacientes (5-10%) (Rassi, Rassi e
Marin-Neto, 2010).

1.7. Diagnéstico laboratorial e tratamento

Atualmente, o diagndstico laboratorial da fase aguda da doenca de Chagas é
baseado em testes parasitoldgicos, por observagdo microscopica do sangue fresco,
hemocultura, extensdes sanguineas coradas ou xenodiagnostico, devido a elevada
parasitemia nessa fase. Na fase cronica, a parasitemia persiste, porém €& muito
reduzida em relagdo a fase aguda e dificiimente detectada. Ha uma elevada
producdo de anticorpos IgG em resposta ao T. cruzi e o diagndstico € baseado em
técnicas sorologicas como ensaios de imunofluorescéncia, enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) e ensaios de hemaglutinagdo indireta. Dois
resultados positivos em quaisquer dessas trés técnicas sao recomendados para um
diagnodstico final. Os testes diagndsticos comercialmente disponiveis empregam
extratos crus de T. cruzi, fragbes semipurificadas ou antigenos recombinantes. Outro
teste diagndstico € a deteccdo do material genético do parasito por PCR ou RT-
PCR. Alguns autores consideram que a falta de padronizagdo dos protocolos entre
laboratdrios e paises, a potencial contaminacdo cruzada com DNA, os polimorfismos
de sequéncia entre diferentes cepas do T. cruzi e os resultados falsos negativos
poderiam tornar o diagnéstico por PCR incerto em ambas as fases da doencga (Britto,
2009; Afonso, Ebell e Tarleton, 2012; Rassi, Rassi e Marcondes De Rezende, 2012;
Who, 2012; Murcia et al., 2013). Um estudo envolvendo laboratérios de 16 paises foi
realizado na tentativa de selecionar os protocolos de PCR de melhor performance
para detecgdo de T. cruzi em amostras de sangue humano (Schijman et al., 2011). A
PCR pode ser um método auxiliar para o diagnostico da doenga quando a sorologia
para T. cruzi é inconclusiva e para pacientes submetidos a transplantes ou

imunossuprimidos. Deve-se ressaltar que um resultado negativo por testes
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sorolégicos e/ou por PCR nao descarta a infeccdo, como demonstrado por Gilber et
al. (2013).

Existem apenas duas drogas utilizadas no tratamento da doenga de Chagas,
nifurtimox e benzonidazol, introduzidas nos anos 60 e 70, respectivamente. O
nifurtimox (3-metil-4(5'-nitrofurfurilideno-amino)tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-dioxido)
foi introduzido sob o nome Lampit® pelo laboratorio Bayer e, subsequentemente,
retirado do mercado no Brasil, na Argentina, no Chile e no Uruguai. Hoje, esse
medicamento é produzido e utilizado na América Central. O benzonidazol (N-benzil-
2-nitroimidazol-acetamida) foi comercializado pela Roche sob os nomes comerciais
de Rochagan® e Radanil®, que recentemente transferiu a patente para o
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE). A distribuigcdo do
benzonidazol esta restrita a clinicas especializadas para acompanhamento médico
durante o tratamento (Coura, 2009).

Esses dois compostos nitro-heterociclicos podem causar inumeros e graves
efeitos adversos clinicamente observados. Os mais frequentes efeitos adversos por
administragdo do nifurtimox s&o: anorexia, perda de peso, alteragdes psiquicas,
excitabilidade ou sono, manifestagdes digestivas como nausea, vomito, cdlica
intestinal, diarreia. Para o benzonidazol, foram observados sintomas de
hipersensibilidade, dermatite, erupgcdes cutaneas, edemas, dores articular e
muscular, depressdo da medula éssea, purpura trombocitopénica, agranulocitose,
polineuropatias (Coura e De Castro, 2002). Segundo a OMS, a cura para a doenga
de Chagas é caracterizada pela soroconversao (ndo detecgao de anticorpos anti-T.
cruzi por testes soroldgicos) e parasitemia negativa. Em estudos clinicos, esses
farmacos mostraram-se efetivos em recém-nascidos com infeccdo congénita e
durante a fase aguda com 99% de cura e até 80% de cura, respectivamente. O
tratamento também ¢é indicado em casos de reativacao da infec¢do que pode ocorrer
em individuos cronicamente infectados e que se tornam imunossuprimidos, como
pessoas coinfectadas com HIV ou que estdo sendo tratadas com drogas
imunossupressoras. Entretanto, durante a fase crbnica, a porcentagem de cura é de,
aproximadamente, 20% (Braz, Amato Neto e Okay, 2008; Coura, 2009; Who, 2012).

Foi demonstrado em varios estudos que o benzonidazol e o nifurtimox
apresentam atividade mutagénica (Ferreira e Ferreira, 1986; Gorla, 1987; Gorla et
al.,, 1988; 1989). Além disso, exibiram efeitos carcinogénicos em coelhos e
camundongos (Teixeira et al., 1990; Teixeira, Calixto e Teixeira, 1994). Nao ha
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relatos em humanos de tumorigénese apds tratamento com os farmacos em
questao.

Dentro da comunidade cientifica, a questdo sobre o emprego amplo desses
medicamentos em pacientes adultos enquadrados nas formas indeterminada e
determinada da fase crénica gera opinides divergentes. Por exemplo, Rassi et al.
(2010; 2012) consideram que criangas e adultos de 18 a 50 anos na fase cronica da
doenca, com exceg¢ao daqueles que apresentam doenca cardiaca avangada,
insuficiéncia renal ou hepatica, megaeséfago e gravidas, devam ser tratados com
esses medicamentos. Além disso, sugerem a adogdo de estratégias no uso do
benzonidazol relacionadas a posologia e ao tratamento concomitante com
corticosteroides no caso de aparecimento de dermatites. Issa e Bochi (2010)
discordam da ideia de tratamento como terapia padrdo para pacientes na fase
cronica devido aos sérios efeitos adversos, aos efeitos mutagénico e carcinogénico,
a baixa eficacia, mostrados na literatura. Para fornecer uma base mais solida sobre
a eficacia do tratamento tripanocida em pacientes na fase crénica com patologias
cardiacas da América Latina, um largo ensaio clinico internacional, multicéntrico,
controlado e randomizado denominado The BENznidazole Evaluation For
Interrupting Trypanosomiasis (BENEFIT) esta sendo realizado (Marin-Neto et al.,
2008).

O tratamento prolongado com os nitroderivados que exige a administragao de
2-3 doses diarias por 60 dias e a ocorréncia de reacdes adversas podem levar a
descontinuacdo do tratamento sem consentimento médico e ao subsequente
agravamento das manifestagdes clinicas. O sucesso do tratamento também esta
relacionado a fase da infeccdo em que o paciente se encontra, a idade do individuo
e a cepa do T. cruzi responsavel pela infeccao (Coura, 2009; Coura e Borges-
Pereira, 2011; Who, 2012).

Em razdo de a doenga de Chagas acometer cerca de 8 milhdes de pessoas
em todo o mundo, os nitroderivados apresentarem alta toxicidade e baixa eficacia
durante a fase crdnica, a resisténcia de algumas cepas do T. cruzi as drogas e nao
existirem vacinas, esperavam-se (grandes investimentos das industrias
farmacéuticas no desenvolvimento de novos medicamentos eficazes, seguros e
idealmente ativos para ambas as fases da doenga. Lamentavelmente, n&o é isso
que se observa apds cem anos da descoberta da doenga de Chagas. O
investimento para a sintese de novos farmacos pelos centros de pesquisa e pelas
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industrias farmacéuticas seria desproporcionalmente maior do que o retorno
financeiro gerado pelo mercado alvo constituido, em grande parte, por pessoas
desfavorecidas economicamente.

A iniciativa para pesquisa de novas drogas tem se dado por associagdes
entre laboratérios de pesquisa, 6rgdos de saude e pouquissimos laboratérios
farmacéuticos. Por exemplo, Drugs for Neglected Diseases iniciative (DNDi) langou,
em 2009, a Plataforma de Pesquisa Clinica em Doenga de Chagas com mais de 60
organizagdes, objetivando a disponibilizagdo de novos medicamentos para o
tratamento da infeccdo pelo T. cruzi. Estdo em andamento os estudos clinicos de
fase Il para avaliar a seguranga e a eficacia das diferentes doses do E1224, uma
pré-droga do ravuconazol, em parceria com o laboratorio farmacéutico japonés Eisai
(Dndi, 2009). Outro composto, o posaconazol, esta na fase |l de testes clinicos e a
pesquisa tem a participacdo do Hospital Vall d'Hebron de Barcelona
(CHAGASAZOL, http://clinicaltrials.gov/show/NCT01162967) e do laboratério
farmacéutico Merck & Co (STOP CHAGAS,
http://clinicaltrials.gov/show/NCT01377480). Um inibidor da cruzipaina, uma
protease de T. cruzi, esta na fase de testes pré-clinicos (Who, 2012).

1.8. Controle e prevengao

Associada ao diagndstico precoce e ao tratamento das pessoas infectadas
pelo T. cruzi, a execugdo de estratégias de controle e prevengdo da doenca de
Chagas em relacdo as formas de transmissdo vetorial e ndo vetoriais € necessaria
para a reducdo drastica que se espera no numero de novos casos e,
consequentemente, na quantidade de pessoas infectadas em todo o mundo.

Os triatomineos podem atingir os habitats doméstico e/ou peridoméstico e
formar coldnias substanciais ou ndo. No caso de formagdo e estabelecimento de
colbnias, a eliminacdo do vetor pode ser realizada pela pulverizagdo de inseticidas
nas casas e nas areas adjacentes. Melhorias habitacionais ajudariam a prevenir a
instalagao dos triatomineos nos ambientes doméstico e peridoméstico, assim como
a utilizagdo de mosquiteiros para impedir a picada pelo inseto hematofago durante a
noite. Se a espécie do triatomineo ndo coloniza esses habitats, o papel do controle
do vetor é limitado e o recurso primario € a detecgdo adequada e o tratamento de
quaisquer novos casos de infeccdo que possam surgir (Who, 2012; 2013).
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Em 1991, um acordo internacional assinado entre Brasil, Argentina, Bolivia,
Chile, Paraguai, Uruguai (e mais tarde Peru) teve como objetivo o controle da
transmissao vetorial por eliminagdo do principal vetor domiciliar, T. infestans, e
também o controle sistematico nos bancos de sangue (Who, 2002). Ap6s 10 anos,
tal iniciativa resultou em uma reducdo média de 94% na incidéncia da doenga nos
paises do Cone Sul (Who, 2002) principalmente por causa da eliminagdo das
populagdes domeésticas de T. infestans em vastas areas, embora ainda existam
populagdes residuais em areas peridomeésticas como na regido do Chaco do norte
da Argentina e no sul da Bolivia (Who, 2012), o que tem sido associado a alta
resisténcia do barbeiro aos inseticidas piretroides empregados nessas regides
(Noireau, Diosque e Jansen, 2009). Em 2006, a Comissao Intergovernamental dos
Paises do Cone Sul e a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS)/OMS
certificaram formalmente a interrupcdo da transmissao vetorial do T. cruzi pelo T.
infestans no Brasil e consideraram essa forma de transmissao como improvavel em
razdo dos baixos indices de infestacdo e densidade das populacdes residuais
(Silveira e Dias, 2011). Porém foi relatada recentemente a ocorréncia dessas
populag¢des na Bahia e no Rio Grande do Sul (Gurgel-Gongalves et al., 2012). Uma
vigilancia entomoldgica constante € importante para a prevencédo da reinfestagcéo
pelo T. infestans e da formacao de colbnias por outras espécies de triatomineos em
ambientes domésticos e peridomésticos.

Ainda ndo existe vacina efetiva para a doenga de Chagas. No caso de
infeccdo por via oral, boas praticas de higiene na preparagédo, no transporte, na
armazenagem e no consumo de comidas ou bebidas podem auxiliar na prevengao
da contaminagéo pelo parasito. Em relagdo a transmissédo transfusional, a triagem
rigorosa do sangue doado e hemoderivados e a atuagao mais efetiva da vigilancia
sanitaria sobre os servicos de hemoterapia publicos e privados contribuem para o
aumento da seguranga transfusional e, consequentemente, para eliminagdo da
transmissdo sanguinea do parasito. A triagem de orgaos, tecidos e células de
doadores para transplante e também de neonatos e filhos de maes infectadas pelo
T. cruzi séo outras abordagens recomendadas pela OMS para a prevengdo da
doenga de Chagas (Who, 2013).



36

2. Nomenclatura intraespecifica de T. cruzi

Em 2009, foi estabelecido um novo consenso para nomenclatura
intraespecifica de T. cruzi no Second Satellite Meeting em Buzios (Zingales et al.,
2009). Essa nomenclatura foi baseada em genotipagem multilocus e tem o objetivo
de favorecer a comunicagao entre a comunidade cientifica envolvida na pesquisa da
doenga de Chagas, afinal, T. cruzi compreende grupos de populagbes
geneticamente distintas em termos de conteudo de DNA, crescimento, infectividade,
perfis isoenzimaticos. Isolados e cepas conhecidas devem ser atribuidos a um dos
seis grupos genéticos ou discrete typing units (DTUs), Tcl a TcVI, e DTUs sao
definidos como grupos de estoques que sao geneticamente mais relacionados uns
aos outros do que a qualquer outro estoque e que sao identificaveis por marcadores
geneéticos, moleculares ou imunolégicos comuns (Tibayrenc, 1998). A distribuicao
geografica aproximada dos seis DTUs de T. cruzi nas Américas com relagdo aos

ciclos de transmiss&o domestico e silvestre € ilustrada na Figura 2.

Figura 2. Distribuicao geografica aproximada dos DTUs de T. cruzi no continente
americano com relagao aos ciclos doméstico e silvestre. Modificado de Zingales et al.
(2012).
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O DTU Tcl é o mais abundante e amplamente disperso de todos os DTUs de
T. cruzi no continente americano. Uma distribuigdo ampla de triatomineos que
abrigam parasitos pertencentes a Tcl pode estar associada a ocorréncia desses em
ambos os tipos de ciclos de transmissao, doméstico e silvestre. Infecgdo humana
por Tcl ocorre essencialmente na América Central e no norte da América do Sul. Em
relacdo a diversidade genética, cepas pertencentes a Tcl mostram substancial
homozigose alélica, assim como Tcll, Tclll e TclV, diferentemente daquelas
enquadradas nos DTUs TcV e TcVI, que apresentam uma pronunciada heterozigose
e, portanto, sdo cepas hibridas (Zingales et al., 2012). Tcl tem sido fortemente

relacionado a infecgdo em marsupiais (Steindel et al., 2008; Monteiro et al., 2012).

2.1.Cepa G de T. cruzi

A cepa G de T. cruzi, estudada no presente trabalho, pertence ao DTU Tcl e,
como Sylvio X10/1, apresenta um genoma menor do que CL Brener (Souza et al.,
2011). A cepa G foi isolada de um gamba da Amazénia brasileira (Yoshida, 1983). A
potencial transmissdo do T. cruzi por via oral através da excrecdo de gambas
tornaria a cepa G também potencialmente transmissivel para humanos, mas
nenhum caso de infeccdo em humanos foi relatado. Em apenas poucos casos e
microepidemias de fase aguda da doenca de Chagas associados com transmissao
por via oral, o perfil genético de T. cruzi foi determinado e muitos DTUs tém sido
associados, principalmente Tcl (Steindel et al., 2008; Marcili et al., 2009; Valente et
al., 2009; Alarcon De Noya et al., 2010; Andrade et al., 2011; Monteiro et al., 2012).
Significativamente, a cepa G tem sido amplamente usada para elucidar os

mecanismos moleculares da infecgao por via oral, entre outras cepas.

3. Mecanismos moleculares da infec¢ao por via oral pelo T. cruzi

Experimentos de infecgdo por via oral em camundongos mostraram que
formas tripomastigotas metaciclicas podem invadir e se replicar como formas
amastigotas no epitélio da mucosa gastrica, mas n&o ha evidéncia de invasdo da
orofaringe ou do es6fago de animais. A mucosa gastrica parece ser a unica via de
entrada do parasito oralmente transmitido para a infec¢ao sistémica (Hoft, 1996; Hoft
et al., 1996). O ambiente acido no estbmago ndo diminui a infectividade do parasito,

pois proteinas de superficie protegem o parasito da degradacao pelo suco gastrico,
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principalmente as glicoproteinas de superficie mucinas-similes do parasito (Mortara
et al., 1992). Pelo contrario, existem cepas que se tornam ainda mais infectivas apds
o contato com o suco gastrico (Cortez et al., 2006; Covarrubias et al., 2007). Para
invadir as células epiteliais gastricas, as formas tripomastigotas metaciclicas devem
primeiramente se ligar a camada de mucina gastrica, depois atravessa-la e, entéo,
se ligar as células epiteliais gastricas. Nesse contexto, varias moléculas de
superficie do T. cruzi ja tiveram influéncia demonstrada nos mecanismos
moleculares da infecgdo por via oral e, conjuntamente, sdo determinantes para a
capacidade de invasdo de células mamiferas por tripomastigotas metaciclicos das

diferentes cepas de T. cruzi.

3.1. gp82

Do grupo mais para o menos abrangente, a glicoproteina de superficie gp82
(assim como gp90, TSA-1, SA85, ASP-2) € um membro da superfamilia de trans-
sialidases, da familia de trans-sialidases-similes, do grupo |l composto por
glicoproteinas de superficie gp85. A proteina gp82, altamente expressa em
tripomastigotas metaciclicas, liga-se ao seu receptor na célula hospedeira e inicia
uma cascata de sinalizagdo que leva a ativacdo sequencial de proteina tirosino-
quinase e de fosfolipase C. Consequentemente, ocorre a geragao de IP3 (inositol
trifosfato) que promove a mobilizagéo de Ca”* necessaria para a internalizagdo do
parasito (Yoshida et al., 2000).

No contexto da infeccdo por via oral, gp82 é resistente a degradagao por
pepsina em pH acido (Cortez et al., 2006) e tem um papel na invasdo das ceélulas
epiteliais da mucosa gastrica. gp82 medeia ligacdo a camada de mucina gastrica
(Neira et al., 2003) e posterior ligacdo as células epiteliais que induz uma resposta

de Ca®" bidirecional requerida para a invasao (Ruiz et al., 1998).

3.2. gp30

Algumas cepas de T. cruzi sao deficientes em gp82 e as formas
tripomastigotas metaciclicas pertencentes a elas expressam a glicoproteina de
superficie gp30, que também é capaz de induzir a sinalizagdo por Ca** (Cortez et al.,
2003). In vitro, a expressao de gp30 apenas nao interferiu na capacidade de invasao
de células epiteliais por formas tripomastigotas metaciclicas de cepas deficientes em

gp82. Entretanto, gp30 tem uma afinidade mais baixa a mucina gastrica do que
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gp82, o que resultou em baixos niveis de parasitemia na infeccdo por via oral de
camundongos (Cortez et al., 2003; Cortez et al., 2012). Portanto, a capacidade de
invasdo reduzida in vivo apds infec¢ao por via oral pelas cepas deficientes em gp82
deve-se, ao menos em parte, a baixa capacidade de adeséo de gp30 a camada de
mucina gastrica e a consequente dificuldade desses parasitos em migrar através da

camada de muco e atingir as células epiteliais gastricas.

3.3. gp90

A gp90, outra glicoproteina abundantemente expressa em formas
tripomastigotas metaciclicas, age como um modulador negativo da invasdo de
células mamiferas (Malaga e Yoshida, 2001). Apds o contato com o suco gastrico,
gp90 intacta age como um modulador negativo do processo de invasédo (Cortez et
al., 2006), por isso, € sugerido que as interagdes entre gp90 e a célula hospedeira
predominam sobre as interagcbes mediadas por gp82 ou gp30 (Yoshida, 2009).
Mesmo assim, gp90 induz uma mobilizagao de Ca”* na célula hospedeira, porém de
mais baixa intensidade do que a interag&o produtiva provocada por gp82, visto que a
maioria da atividade de sinalizagdo por Ca?* de extrato de tripomastigotas
metaciclicas foi devido a gp82 (Ruiz et al., 1998).

Resumidamente, para parasitos deficientes em gp82, a camada de muco
representa uma barreira para a invasao das células epiteliais. Para parasitos que
expressam gp82 e gp90 em altos niveis, existem duas particularidades: 1) parasitos
que expressam gp90 suscetivel a digestao por pepsina apresentam alta infectividade
apos a exposicdo ao suco gastrico ou 2) parasitos que expressam gp90 resistente a
digest&o por pepsina apresentam baixa capacidade infectiva.

3.4. gp35/50

As mucinas gp35/50 sao expressas em formas tripomastigotas metaciclicas e
epimastigotas (Yoshida et al., 1989). Assim como gp82, moléculas de gp35/50
ligam-se as células alvo e provocam uma mobilizagado de Ca®* tanto no parasito
quanto na célula hospedeira, contudo, menos intensa que a induzida por gp82 (Ruiz
et al., 1998).

3.5. Cepa G e suas particularidades na infecgao

Mecanismos moleculares da infeccdo pelo T. cruzi por via oral tém sido
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elucidados por infecgdo de camundongos com diversas cepas, inclusive a cepa G,
como ja citado. Formas tripomastigotas metaciclicas da cepa G mostraram-se pouco
infectivas in vitro (Ruiz et al., 1998; Yoshida, 2006) e n&o produziram parasitemia in
vivo em experimentos com camundongos tanto de infecgdo por via oral (Yoshida,
2006; Covarrubias et al., 2007) quanto intraperitoneal (Yoshida, 1983; 2006) em
comparagao a outras cepas. Especificamente em relacdo a infeccdo por via oral,
esse fenotipo observado foi atribuido a expressao da isoforma de gp90 resistente a
digestdo por pepsina por formas tripomastigotas metaciclicas da cepa G
(Covarrubias et al., 2007) que é uma das principais moléculas da superficie delas
(Ruiz et al., 1998). A ligacao de gp90 a célula hospedeira induz uma baixa resposta
de Ca* (Ruiz et al., 1998) e, provavelmente por isso, a infectividade de formas
tripomastigotas metaciclicas da cepa G € baixa. Mesmo expressando moléculas de
gp82 na superficie, a presenga de gp90 intacta impede a entrada do parasito nas
células epiteliais da mucosa gastrica, o que resulta em uma pobre internalizagao.
Todavia, algumas formas tripomastigotas metaciclicas s&o internalizadas e isso
parece ser dependente de gp35/50 (Yoshida et al., 1989; Ruiz et al., 1998; Yoshida,
20086).

Em contraste as formas metaciclicas, amastigotas axénicas da cepa G
apresentaram-se altamente infectivas in vitro, mas ndo sustentaram uma infeccao
patente in vivo apos inoculagao intraperitoneal. Foi investigado como o hospedeiro
estaria respondendo a infecgdo por amastigotas de forma a abolir completamente a
parasitemia. Constatou-se a susceptibilidade de amastigotas da cepa G a produgéao
de IFN-y por células do hospedeiro que atuam na resposta imune inata,
majoritariamente por células NK. E geralmente observado que T. cruzi é sensivel a
diferentes mecanismos da resposta imune, porém também ¢é habilitado em subverter
essas respostas, estabelecendo uma fase aguda caracterizada por parasitemia e
morte do hospedeiro. Esse foi o primeiro relato de uma resposta imune
tradicionalmente bem conhecida baseada na producdo de IFN-y que €& capaz de
controlar a infecgdo pela cepa G pouco virulenta (Rodrigues et al., 2012).
Amastigotas da cepa G também mostraram-se indutores efetivos de fagocitose
classica em ceélulas com atividade fagocitica n&o profissional. A fagocitose por
células com atividade fagocitica n&do profissional ocorreu em niveis similares ou
levemente reduzidos aos de macrofagos, fagécitos profissionais. Foi sugerido que a
habilidade em realizar fagocitose é provavelmente uma adaptagao especifica desses
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parasitos em invadir varios tipos celulares e propagar a infeccdo no hospedeiro
mamifero (Fernandes et al., 2013).

O aprofundamento dos estudos de cepas tidas como pouco virulentas como a
cepa G é de grande importancia para o entendimento das diferentes respostas
imunes dos hospedeiros frente a infeccdo por parasitos de diversos DTUs de T.

cruzi.

4. Organizagao gendémica de T. cruzi

O DNA genbdmico de T. cruzi, assim como o de todos os membros da Ordem
Kinetoplastida, é composto pelo DNA nuclear e pelo kDNA. A rede do kDNA consiste
de milhares de anéis de DNA interligados, de dois tipos, mini e maxicirculos. Em T.
cruzi, os minicirculos sdo moléculas de aproximadamente 1,4 kb concatenadas e
presas aos maxicirculos; codificam a maioria dos RNAs guias (gRNA: guide RNA),
que participam da editoracédo de transcritos dos maxicirculos. Cada célula possui de
40 a 50 moléculas de maxicirculos de aproximadamente 40 kb que codificam rRNAs
e algumas subunidades da maquinaria bioenergética mitocondrial (Junqueira,
Degrave e Brandao, 2005; Jensen e Englund, 2012).

Os genomas dos tripanossomatideos sdo organizados em grupos de genes
policistrénicos (PGC: polycistronic gene cluster) longos que sao dezenas a centenas
de genes codificadores de proteinas organizados sequencialmente em um mesma
fita de DNA, os quais ndo sao funcionalmente relacionados. A vasta maioria dos
genes codificadores perdeu os introns e o cis-splicing tem sido observado apenas
para o gene que codifica poli(A) polimerase de T. cruzi e T. brucei (Mair et al., 2000).
Os genes sdo densamente agrupados e separados por pequenas regides
intergénicas ricas em pirimidinas envolvidas no processamento do mRNA. Arranjos
in tandem de genes que codificam rRNAs sdo encontrados entre PGCs, enquanto a
maioria dos genes que codificam tRNAs s&o localizados nas vizinhangas de PGCs
(Martinez-Calvillo et al., 2010; De Gaudenzi et al., 2011).

Duas cepas de T. cruzi ja tiveram os genomas sequenciados e publicados, CL
Brener e Sylvio X10/1. O primeiro genoma a ser sequenciado, da cepa CL Brener
(TeVl), revelou que trata-se de um organismo hibrido originado da fus&o de dois
haplétipos parentais, Esmeraldo (Tcll) e ndo Esmeraldo (Tclll). Foi estimado que o
genoma haploide é composto por, aproximadamente, 12.000 genes. O tamanho do
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genoma diploide foi estimado entre 106,4 e 110,7 Mb. No minimo, 50% do genoma
dessa cepa € composto por sequéncias repetitivas, outra caracteristica geral do
genoma de tripanossomatideos, predominantemente formadas por membros de
grandes familias de genes que codificam proteinas de superficie como 63 kDa
glycoprotein (gp63), trans-sialidases (TS), mucinas e mucin-associated surface
proteins (MASP), e de retrotransposons e regides subteloméricas. Em L. major e T.
brucei, é evidente a expans&o dessas grandes familias de genes em T. cruzi (El-
Sayed et al., 2005).

A publicagédo das sequéncias dos genomas de TriTryp em 2005 (Berriman et
al., 2005; El-Sayed et al., 2005; Ivens et al., 2005) foi um importante avango no
estudo desses parasitos. Porém essas publicagdes nao revelaram sequéncias
completas, sendo a de T. cruzi a menos abrangente de todas devido a grande
quantidade de sequéncias repetitivas e ao carater hibrido da cepa CL Brener. Além
disso, a auséncia de informagdo em nivel de cromossomos do sequenciamento
desse genoma dificulta analises sobre a localizagdo de genes e seus alelos e/ou
paralogos, o que & importante para estudos de genémica comparativa e estratégias
de nocaute de genes.

A cepa Sylvio X10/1 (Tcl) apresenta um genoma nao hibrido, com baixos
niveis de heterozigose, menor e menos repetitivo do que o genoma de CL Brener.
Uma montagem parcial do genoma foi realizada, contendo apenas 49% dos dados
gerados. O tamanho do genoma haploide de Sylvio X10/1 foi estimado em 44 Mb,
pela extrapolagdo do tamanho combinado dos contigs e de sequéncias repetitivas
que ndo foram utilizadas na montagem (Franzen et al., 2011).

A heterogeneidade e a presenga maciga de sequéncias repetitivas do
genoma de T. cruzi foram determinantes para a montagem incompleta ou parcial dos
genomas de CL Brener e de Sylvio X10/1. A auséncia de informacao de alelos e
genes paralogos dificulta estudos de gendmica comparativa e nocaute génico. O
sequenciamento de um genoma nao hibrido, menor, menos repetitivo, com baixos
niveis de heterozigose aliado a realizagdo de uma montagem de qualidade superior
aquelas executadas € de grande importancia para estudos de intensa analise de
gendmica e até estudos que envolvam apenas clonagem génica em T. cruzi. Mesmo
com uma qualidade inferior, o0 genoma da cepa CL Brener € o melhor modelo

existente.
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5. Regulacao da expressao génica em T. cruzi

Na transcricdo de genes em T. cruzi e outros tripanossomatideos, PGCs sao
transcritos pela RNA polimerase |l, originando wunidades de pré-mRNAs
policistrénicos. Durante a maturagao dos mRNAs, essas unidades s&o processadas
em monocistrons por duas reagdes de clivagem. No mecanismo de frans-splicing, é
adicionada uma sequéncia de 39 nucleotideos, SL (spliced leader) ou mini-éxon, na
extremidade 5' dos mRNAs. Na poliadenilagdo, € adicionada uma cauda poli(A) na
extremidade 3' dos transcritos. Apesar da transcricdo policistrbnica, observam-se
diferentes niveis de expressdo dos monocistrons de genes adjacentes e padrdes de
expressao que variam de acordo com a forma de vida do parasito. Adicionalmente,
nao foram evidenciados promotores classicos para a RNA polimerase Il nas regides
a montante da maioria dos genes que codificam proteinas nos tripanosomatideos.
Dessa forma, em T. cruzi, a regulagdo da expressédo génica ocorre principalmente
em nivel pds-transcricional e, para isso, trés mecanismos principais sdo propostos:
processamento do prée-mRNA, degradacdo do mRNA e represséo traducional (De
Gaudenzi et al., 2011; Li et al., 2012).

6. Proteémica

O termo proteoma foi cunhado em meados dos anos 90 para designar a
analise da expressdo génica baseada em proteinas. Um PROTEOMA foi definido
como todo o complemento de PROTEinas expressas simultaneamente por um
genOMA, de uma célula ou de um tipo tecidual em um determinado tempo,
considerando-se que o proteoma pode variar sob diferentes condicbes e em varios
tecidos de um unico organismo (Wasinger et al., 1995; Wilkins et al., 1996).
Conceitualmente, a amostra biologica pode ser derivada de células, tecidos,
organelas, fragc&o celular, virus.

A area cientifica que estuda proteomas, a proteémica, engloba grande parte
da analise funcional dos produtos génicos ou "gendmica funcional", incluindo a
identificacdo em larga-escala. A analise de proteoma também pode fornecer
informacéo sobre: isoformas, modificagdes pds-traducionais, localizagao subcelular
de proteinas, interacbes proteina-proteina, composicdo molecular de estruturas

celulares, quantificacdo de proteinas expressas por diferentes estagios de vida de
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um microrganismo ou em diferentes condigbes experimentais (Pandey e Mann,
2000).

Ao mesmo tempo que as sequéncias nucleotidicas disponibilizadas pela
gendmica contribuem para a proteGmica, essa area pode ser util para a identificagao
e a validacdo da anotagdo de genes em organismos que tiveram os genomas
sequenciados, pois a existéncia de uma fase aberta de leitura (ORF: open reading
frame) nao necessariamente implica na existéncia de um gene funcional. Além
disso, a protebmica pode contribuir para: corregdo de anotagbes de genes,
identificacdo de variantes de splicing alternativo, correcdo de sitios de iniciacdo da
tradugcdo usando peptideos acetilados na extremidade N-terminal. A utilizagcdo de
dados da protebmica € complementar a anotagdo gendémica convencional porque
foca nos produtos dos genes. Isso resultou em outro termo, a proteogenémica, que
se refere a correlacdo dos dados da protebmica com os dados da gendmica e da
transcritbmica com o objetivo de aprimorar o entendimento do genoma (Pandey e
Mann, 2000; Renuse, Chaerkady e Pandey, 2011).

Nos anos recentes, as tecnologias na protedbmica, particularmente a
identificacdo de proteinas baseada em espectrometria de massas (MS - mass
spectrometry), tém sido amplamente aperfeicoadas em virtude de avangos na
instrumentacéo, na preparagdo de amostra e na analise computacional. Hd uma
década, o sequenciamento e a identificagdo de uma proteina individual eram um
grande desafio, enquanto que, atualmente, a identificacdo e a quantificagdo de
grande parte das proteinas expressas sao alcangaveis em um unico experimento
(Altelaar, Munoz e Heck, 2013). Esse aprimoramento tecnologico permitiu a
utilizacado de dois tipos de abordagens: proteoma total e subproteoma. O proteoma
total refere-se a uma analise global das proteinas expressas por um organismo ou
um tipo celular, enquanto que, para um subproteoma, a amostra biolégica é
submetida a um fracionamento celular ou enriquecimento. Para o subproteoma, a
complexidade da amostra € reduzida, o que possibilita a deteccdo de proteinas
pouco expressas e que estariam sub-representadas e poderiam nem ser detectadas
no proteoma total. Analises de proteomas de alto rendimento ainda s&o incompletas,
pois mesmo com as tecnologias mais modernas nao € possivel a identificagéo e a
quantificacdo de todas as proteinas expressas por um organismo em um

determinado tempo. Entretanto, a amplitude de proteinas identificadas apds a
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submissdo de uma amostra a um espectrdbmetro de massas tem se tornado cada

vez maior.

6.1. Proteomas totais de T. cruzi

Como uma analise de proteoma total de T. cruzi foi realizada neste trabalho,
serdo abordados a seguir proteomas totais previamente publicados de diferentes
cepas desse protozoario.

Antes da publicagdo do sequenciamento do genoma de T. cruzi em 2005,
alguns estudos de proteoma total de T. cruzi foram realizados mesmo com um
numero reduzido de sequéncias génicas disponiveis nos bancos de dados. No
proteoma pioneiro de T. cruzi, foi feita a padronizacdo das condigbes experimentais
de eletroforese de proteinas em gel bidimensional (2-DE) para formas epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas da cepa Berenice, analises por espectrometria de
massas do tipo matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight (MALDI-TOF)
e de proteinas diferencialmente expressas entre as formas de vida. Isso resultou em
26 identificagbes que corresponderam a 19 proteinas diferentes (Paba, Santana, et
al., 2004).

Com os mesmos detalhes experimentais descritos acima, Parodi-Talice et al.
(2004) realizaram a analise de proteoma total de formas epimastigotas da cepa
Dm28c, com a qual foram obtidas 45 identificagcdes (25 proteinas diferentes), entre
elas proteinas de choque térmico (HSP - heat shock proteins), proteinas estruturais
(a- e B-tubulinas), proteinas envolvidas na sintese proteica e no ciclo celular.

Ainda em 2004, Paba, Ricart, et al. (2004) publicaram o primeiro artigo sobre
a analise protebmica comparativa quantitativa entre formas tripomastigotas e
amastigotas da cepa Berenice usando uma tecnologia livre de separagao
eletroforética, isofope-coded affinity tag (ICAT) associada a LC-MS/MS (liquid
cromatography-in tandem mass spectrometry), que resultou na identificacdo de 41
proteinas, das quais 29 mostraram expressdo conservativa em ambos os estagios
de vida, 9 mais expressas em tripomastigotas e 3 mais expressas em amastigotas.

Nesses trés trabalhos, foi realizada busca no banco de dados NCBI (National
Cancer for Biotechnology Information, Bethesda, USA) ndo redundante.

Um trabalho publicado em 2005 (Atwood et al., 2005) produziu um forte
impacto cientifico, pois nessa ocasido, ja utilizando o banco de dados com as
anotagdes de genes fornecidas pelo consorcio de sequenciamento do genoma de T.
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cruzi, 2.784 proteinas de formas epimastigotas, tripomastigotas, tripomastigotas
metaciclicas e amastigotas da cepa Brazil foram identificadas. Particularmente, de
formas epimastigotas, foram detectadas 1.861 proteinas. A analise dos peptideos
fornecidos por digestdo em solugao de lisados celulares foi realizada por LC-MS/MS.
Aproximadamente 30% das proteinas identificadas foram detectadas em todas as
quatro formas de vida analisadas. Além disso, mais de 1.000 proteinas identificadas
nessa analise serviram para a anotacdo de genes antes classificados como
hipotéticos, validando-os como genes auténticos (bona fide) em T. cruzi. A
identificac&o direta dos produtos génicos pode conduzir a anotagado de genes em um
genoma sequenciado, evidenciando que a cooperagdo mutua entre a protebmica e a
gen6mica pode ser de grande valia. Ademais, duas enzimas identificadas e
envolvidas na via metabolica de conversdo de histidina em glutamato, histidina
amonia-liase e urocanato hidratase, sdo abundantes nos estagios de vida do T. cruzi
em triatomineos, epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas, e quase nao
detectaveis nos estagios de vida em mamiferos. A histidina € um aminoacido livre
dominante nas excregdes e na hemolinfa de triatomineos R. prolixus, sugerindo que
o parasito parece adaptado para a utilizagdo dessa fonte de energia abundante no
intestino do inseto vetor. Em formas amastigotas, a obtencao de energia através dos
acidos graxos foi indicada pela identificacdo de enzimas putativas do catabolismo
deles e pela auséncia virtual de transportadores de glicose.

Em virtude da baixa resolucado das proteinas basicas de T. cruzi em 2-DE de
varios trabalhos, foi realizada a otimizagcdo do protocolo de 2-DE e, depois, a
comparacgao entre os proteomas alcalinos de formas epimastigotas e tripomastigotas
da cepa Berenice. Os resultados desse trabalho corroboraram a expressao
diferencial ou estagio-especifica de proteinas entre formas epimastigotas e
tripomastigotas observada em estudos prévios (Magalhaes et al., 2008).

6.2. Subproteoma da cepa G

Uma analise subprotedmica comparativa da cepa G de T. cruzi foi realizada a
partir de fragbes ricas em proteinas ancoradas a GPl e outras proteinas de
membrana de formas tripomastigotas metaciclicas e epimastigotas submetidas a LC-
MS/MS, resultando em 98 e 280 proteinas identificadas, respectivamente (Cordero
et al., 2009). Aproximadamente 40% das proteinas identificadas em tripomastigotas
metaciclicas como membros da superfamilia das TS apresentaram classificacao
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funcional predita na interacdo parasito-hospedeiro, adesédo e invasao de células
hospedeiras. Por outro lado, epimastigotas tiveram mais proteinas putativas do
metabolismo celular, em concordéncia com a alta exigéncia energética desse
estagio proliferativo. Deve-se ressaltar que, no referido trabalho, consideraram-se
identificacbes com um ou mais peptideos e, em contrapartida, a maioria dos estudos
prioriza identificagbes resultantes de dois ou mais peptideos. Também foi usado o
banco de dados de proteinas ndo redundante de T. cruzi proveniente do GenBank
contendo 191.762 sequéncias. A utilizacdo de um banco de dados portador de uma
guantidade tao vasta de sequéncias de proteinas pode ser desfavoravel a obtencao
das identificagdes, pois provavelmente apresenta sequéncias redundantes, visto que
o genoma de referéncia haploide da cepa CL Brener de T. cruzi é formado por
12.000 genes.

6.3. Espectrometria de massas

Ha vinte anos, o sequenciamento de proteinas dava-se principalmente por
uma técnica conhecida por degradacdo de Edman (Edman, 1949) que,
fundamentalmente, baseia-se na identificacdo de aminoacidos que sao
quimicamente clivados, um por vez, da extremidade N-terminal de um peptideo
proveniente da digestdo de uma proteina. Isso requer muita pericia e uma
quantidade substancial de proteina purificada, e falha completamente se o peptideo
€ acetilado ou, de outra forma, bloqueado na extremidade N-terminal, pois para a
reacdo de Edman €& necessaria uma extremidade N-terminal livre (revisado por
Steen e Mann (2004)).

Atualmente, a espectrometria de massas consolidou-se como uma técnica
analitica central para o campo da protedmica e possibilitou a analise simultanea de
diversas proteinas numa mesma amostra (shotgun proteomics) (Wu e Maccoss,
2002) por LC-MS/MS, em modo DDA (data-dependent acquisition) para controlar o
processo de aquisicdo pelo espectrdbmetro de massas. Simplificadamente, as
proteinas sdo preparadas a partir de uma fonte bioldégica e podem ser antes
fracionadas por SDS-PAGE ou 2-DE ou diretamente convertidas (digestdo em
solugédo) em peptideos por uma protease especifica, como a endoprotease Lys-C
elou tripsina. A tripsina cliva proteinas muito especificamente na extremidade C-
terminal de residuos de arginina e lisina gerando pequenos peptideos e €
amplamente utilizada até mesmo na presencga de 1,0 M de ureia. Os peptideos séo



48

separados por high-performance liquid chromatography (HPLC) de fase estacionaria
reversa, por exemplo, que é diretamente acoplada ao espectrémetro de massas.
Depois, os peptideos podem ser ionizados por MALDI ou ESI (electrospray
ionization) e adentrar o espectrometro de massas (Steen e Mann, 2004).

Os espectrometros de massas diferem em relagdo aos analisadores da razao
massa/carga (m/z) dos peptideos ionizados. Trés tipos de analisadores s&o
frequentemente usados em abordagens protedmicas por MS: quadrupole, time of
flight (TOF) e quadrupole ion trap,; e também equipamentos hibridos que combinam
principios. Os espectrOmetros de massas geram espectros de massas (espectros
MS), que correlacionam a intensidade do sinal e a razdo m/z de cada ion. Em
seguida, os ions podem ser fragmentados isoladamente por colisbes com um gas
inerte (CID - collision-induced dissociation ou HCD - high energy collision induced
dissociation), resultando em espectros MS/MS ou tandem MS (Steen e Mann, 2004).

Muitas ferramentas computacionais tém sido desenvolvidas para a
identificacdo automatizada de peptideos a partir de LC-MS/MS. Esses programas
podem ser divididos em duas categorias: busca em um banco de dados e
sequenciamento de novo (Zhang et al., 2012).

A busca automatizada em um banco de dados é amplamente aplicada na
protebmica, entretanto, requer uma alta especificidade de correlacdo entre espectro
e sequéncia. Discrepancias entre eles podem prevenir a identificagdo de um
peptideo, tais como: substituicdo de aminoacido, modificagdo pos-traducional (PTM),
via de fragmentacgéo peculiar. Consequentemente, um grande numero de espectros
adquiridos em protedbmica de larga escala permanece sem correspondéncia ou
corresponde a peptideos com baixa pontuacdo, resultando em identificagdes
errbneas de proteinas que, na verdade, ndo estdo na amostra (falsos positivos) ou
ignorando proteinas que efetivamente estdo na amostra (falsos negativos) (Johnson
2005). A estratégia mais comum de determinar o chamado false discovery rate
(FDR) é pesquisar em um banco de dados randomizado (decoy) em paralelo ao
banco de dados alvo (Elias e Gygi, 2007). FDR € definido como a porcentagem de
falsas identificacbes em relacdo a todas as identificagdes acima do limiar de
pontuacdo ou a razao entre o numero de peptideos que corresponderam ao banco
de dados decoy e a soma dos peptideos que corresponderam a ambos os bancos
de dados, decoy e alvo. Essa abordagem assume que as correspondéncias para
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sequéncias de peptideos decoy e as correspondéncias denominadas falsos positivos
seguem a mesma distribuicado (Junqueira, 2009).

Enquadrados na categoria de busca em banco de dados estdo os programas
Sequest (Eng, Mccormack e Yates, 1994), Mascot (Perkins et al., 1999), X!Tandem
(Craig e Beavis, 2004), ProteinProspector (Chalkley et al., 2005) e MaxQuant (Cox e
Mann, 2008; Cox et al., 2011), que ainda podem experimentar problemas de baixos
indices de identificagdo e altos FDR, resultando em baixas sensibilidade e acuidade,
respectivamente (Zhang et al., 2012). Um dos dois programas utilizados no presente
trabalho foi o Sequest, que emprega um algoritmo de autocorrelagdo para
matematicamente determinar a sobreposicdo entre um espectro tedrico derivado de
um banco de dados e o espectro experimental MS/MS em questao. A sobreposi¢cao
€ dada na forma de uma pontuagédo (score), como ilustrado na Figura 3, e a
pontuagdo para a melhor correspondéncia (matching) é frequentemente fornecida

(Steen e Mann, 2004).

Espectro MS/MS Espectro tedrico

Intensidade
Intensidade

L RRREE L

m/z m/z

Autocorrelagao

Pontuacao

Figura 3. Principio do algoritmo do programa Sequest descrito por Eng, McCormack e
Yates (1994). Utiliza a autocorrelagéo para determinar a sobreposicéo entre um espectro teérico
derivado de um banco de dados e o espectro experimental MS/MS em questdo. O resultado é
fornecido sob a forma de pontuagéo. Modificado de Steen e Mann (2004).
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Alguns representantes da categoria de sequenciamento de novo sao os
programas PEAKS (Ma et al., 2003), PepNovo (Frank e Pevzner, 2005) e NovoHMM
(Fischer et al., 2005). Por exemplo, PEAKS, o outro programa usado neste trabalho,
fornece uma analise diferenciada, pois combina quatro algoritmos complementares
para sequenciamento de novo, busca em um banco de dados, caracterizagdo de
PTM nao especificadas e detec¢cao de mutagdes, respectivamente denominados de:
PEAKS de novo sequencing, PEAKS DB, PEAKS PTM e SPIDER (Figura 4).
Segundo o manual do programa, isso maximiza o numero de identificagdes com
altas sensibilidade e acuidade. O sequenciamento de novo pode derivar a sequéncia
peptidica diretamente do espectro experimental MS/MS sem a dependéncia de um
banco de dados de proteinas, o que possibilita a identificacdo de proteinas
expressas por organismos sem genoma sequenciado (Ma et al., 2003). Mesmo
assim, é possivel configurar para a realizagdo de busca dos peptideos obtidos pelo
sequenciamento de novo no banco de dados de interesse de modo a aumentar a
sensibilidade e a acuidade em relacdo a busca automatizada padrdo (Zhang et al.,
2012). A identificagdo de PTM pelo PEAKS nao requer que o usuario especifique as
possiveis PTM, pelo contrario, todas aquelas provenientes de banco de dados de
PTM (como o banco de dados Unimod) sdo consideradas (Han et al., 2011). Por fim,
o algoritmo SPIDER fornece sequéncias peptidicas novas e mutagdes em relagdo ao
banco de dados (Han, Ma e Zhang, 2004).

ANALISE DE DADOS

- Sequenciamento de novo Visualizagao de |
Arquivos .raw ‘ - Busca contra banco de dados . resultados, validacdo
. - Caracterizagao de PTM e filtragem
- Dete¢ao de mutagdes
\_- Quantificacdao

Figura 4. Etapas da analise dos dados gerados por espectrometria de massas pelo
programa PEAKS.
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6.3.1. LTQ-Orbitrap

Espectrémetros de massas hibridos fornecem uma plataforma instrumental
versatil e poderosa para a analise de proteinas. O mais moderno espectrémetro de
massas LC-MS/MS, Orbitrap, foi descrito por Makarov (2000) e baseia-se na captura
de ions que se movem orbitalmente em um campo eletrostatico. Esse tipo de
captura dinamica - orbital trapping - ja havia sido implementada na década de 20 e
Makarov utilizou desse conceito para aplicacédo em espectrometria de massas.

O espectrometro de massas hibrido LTQ-Orbitrap (Figura 5) é constituido por
duas partes funcionais principais: o linear trap quadrupole (LTQ) ou linear ion trap e
o Orbitrap. Inicialmente os peptideos séo ionizados por ESI, ionizagdo quimica a
pressdo atmosférica ou nanoelectrospray. O LTQ executa a captura de ions, a
selecdo de ions, as reagdes de fragmentacdo e a detecgdo de ions com baixa
resolugcdo, enquanto que o Orbitrap realiza a detec¢cédo de ions com altas acuidade
de massas e resolugdo. E ainda podem funcionar de dois modos: no primeiro
conhecido como FT-IT e amplamente utilizado para analises shotgun, o Orbitrap e o
LTQ adquirem espectros MS e espectros MS/MS, respectivamente; no segundo
chamado FT-FT, ambos os tipos de espectros sdo analisados no Orbitrap. O
analisador de massas Orbitrap € formado por dois eletrodos externos e um central
(Figura 6). Os ions injetados no Orbitrap sdo capturados em um campo eletrostatico
e a atracao eletrostatica em direcéo ao eletrodo central € compensada por uma forca
que resulta da velocidade tangencial dos ions. O campo eletrostatico forga os ions a
se moverem em padrdes espirais complexos. O componente axial dessas oscilagdes
€ independente de energia inicial, angulos e posi¢des, e pode ser detectado como
uma imagem nos eletrodos externos. A transformacao de Fourier é usada para se
obter as frequéncias de oscilagcdo para ions com diferentes massas, resultando em
uma leitura precisa dos m/z deles. As frequéncias sao finalmente convertidas em
espectros de massas (Scigelova e Makarov, 2006; Makarov e Scigelova, 2010; Kalli
et al., 2013).
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Fonte de
ionizagao Linear lon Trap C-trap
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=
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Figura 5. Esquema de um espectrometro de massas hibrido, um LTQ-Orbitrap. A fonte
de ionizacdo pode ser por ESI, ionizacdo quimica a pressdao atmosférica ou
nanoelectrospray. No linear ion trap, os ions sdo capturados, selecionados, fragmentados e
detectados a uma baixa resolugédo. O C-trap estoca uma populagao significativa de ions e
injeta-os no Orbitrap. No analisador de massas Orbitrap, os ions sdo detectados com altas
acuidade e resolucao. Modificado de Kalli et al. (2013).

Figura 6. Estrutura interna do analisador de massas Orbitrap. Através do corte
transversal, observa-se que o Orbitrap é formado por dois eletrodos externos (b) e um
eletrodo interno (a). Os ions oscilam orbitalmente ao eletrodo central devido a acdo de
campo eletrostatico. Sinais s&o detectados nos eletrodos externos e sdo convertidos em
frequéncias de oscilacdo. Os valores m/z dos ions podem ser determinados a partir das
respectivas frequéncias de oscilagdo depois da transformacdo de Fourier (Scigelova e
Makarov, 2006).
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JUSTIFICATIVA

Parasitos da cepa G de T. cruzi (DTU Tcl) apresentam um genoma nao
hibrido e menor em relagdo a cepa CL Brener que teve uma montagem parcial do
genoma realizada, porém é o de melhor qualidade disponibilizado até o momento.
Tais caracteristicas genémicas aliadas a utilizagdo de avancgadas tecnologias de
sequenciamento de DNA ou next-generation sequencing (NGS) facilitariam a
realizacdo e a disponibilizagdo de uma montagem de genoma de T. cruzi com
qualidade satisfatéria e superior as das cepas CL Brener e Sylvio X10/1.
Posteriormente, realizaremos a montagem do genoma da cepa G cujo DNA
gendmico ja foi sequenciado. Dentro desse grande projeto do nosso grupo, a analise
protedmica da cepa G seria importante para a anotagdo dos genes fornecidos pela
montagem do genoma devido a identificacdo dos produtos génicos.

Além disso, estudos ja citados demonstraram que a cepa G tida como pouco
virulenta apresenta peculiaridades de infectividade dependendo do estagio de vida e
do tipo de infeccdo experimental analisados: formas tripomastigotas metaciclicas
mostraram-se pouco infectivas in vitro e ndo produziram parasitemia in vivo em
experimentos com camundongos tanto de infecgdo por via oral quanto
intraperitoneal; enquanto que, surpreendentemente, amastigotas axénicas foram
altamente infectivas in vitro, mas nao sustentaram uma infecg¢ao patente in vivo apos
inoculagao intraperitoneal. Assim como € importante o estudo de cepas virulentas,
também é fundamental aprofundar o entendimento de cepas com pouca importancia
clinica e epidemiolégica como a cepa G a fim de se entender quais moléculas e
mecanismos estdo envolvidos no estabelecimento do fendtipo de baixa infectividade.

A analise protedbmica de epimastigotas da cepa G de T. cruzi sera util tanto
para a anotag&do dos genes fornecidos pela montagem do genoma quanto para uma
posterior analise comparativa das proteinas expressas entre as outras formas de
vida do parasito e também de outras cepas. O conhecimento de um conjunto de
proteinas expressas pela cepa G em determinadas condi¢gées pode ser de grande
utilidade para melhorar a compreensao sobre a biologia da interagdo T. cruzi-
hospedeiro.
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OBJETIVO

Diante do que foi exposto até agora, o objetivo deste trabalho é descrever de
forma abrangente o proteoma total de formas epimastigotas em fase exponencial de

crescimento da cepa G de T. cruzi.
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MATERIAIS E METODOS

Cultura in vitro de epimastigotas da cepa G de T. cruzi

Formas epimastigotas da cepa G de T. cruzi (cedidas pela profa. Nobuko
Yoshida - UNIFESP) foram crescidas a 28 °C em meio LIT (liver infusion tryptose)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen) e 100 pg/mL de

gentamicina (Neoquimica).

Curva de crescimento de epimastigotas da cepa G de T. cruzi
A curva de crescimento de formas epimastigotas da cepa G foi feita atraves
da contagem das células em cémara de Neubauer ao longo de 7 dias. A

concentragao inicial da cultura foi de 3,13 x 10° células/mL.

Extracao de DNA gendémico de epimastigotas da cepa G de T. cruzi

O DNA gendmico foi extraido segundo Medina-Acosta e Cross (1993), com
algumas modificagdes. A quantidade de 3 x 10° parasitos foi lavada trés vezes com
1x de PBS, ressuspendida em 10 mL de tampéao de lise (10 mM de Tris-HCI pH 8,0,
100 mM de EDTA pH 8,0, 0,5% de SDS, 20 pg/mL de RNase A (Invitrogen)) e
incubada a 60 °C por 3 h. Depois foi feita a incubagéo do lisado com 100 ug/mL de
proteinase K (Sigma) a 37 °C por 18 h. O lisado foi dividido em varios tubos de 1,5
mL, adicionou-se igual volume de fenol cloroférmico (Sigma) e misturou-se por
inversdao suavemente por 5 min. As fases foram separadas por centrifugacdo a
13.000 g por 5 min. As fases aquosas (superior) foram transferidas para tubos novos
e adicionou-se igual volume de fenol cloroférmico. Foram feitas, no total, trés
extragdes consecutivas com fenol cloroférmico. Ao final dessas, as fases aquosas
foram agrupadas em um unico tubo Falcon de 50 mL. Foram adicionados dois
volumes de etanol 100%, misturou-se por inversido levemente e o DNA foi pescado e
transferido para um tubo novo contendo 1 mL de etanol 100%. O DNA foi
centrifugado a 13.000 g por 10 min. Foram feitas duas lavagens com etanol 100%.
Ao fim da segunda lavagem, o sobrenadante foi descartado e, apés secagem, o
DNA foi ressuspendido em 100 pL de agua milli-Q.
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Genotipagem da cepa G de T. cruzi: amplificagdo por PCR do rDNA 24Sa e do
gene SL

Oligonucleotideos usados para genotipagem de T. cruzi segundo Souto et al.
(1996) e DNA gendmico da cepa Y foram gentiimente cedidos pela profa. Beatriz
Dolabela de Lima - UnB. Para o rDNA 24Sa do cistron ribossémico foram utilizados
os oligonucleotideos 5-AAG GTG CGT CGA CAG TGT GG-3' e 5-TTT TCA GAA
TGG CCG AAC AGT-3'. A amplificagao por PCR foi realizada com as seguintes
etapas: uma desnaturagcao a 94 °C por 1 min; 30 ciclos de desnaturagao a 94 °C por
30 s, anelamento a 64 °C por 30 s e extensdo a 72 °C por 35 s; uma extensao final a
72 °C por 1 min. Para o gene SL, trés oligonucleotideos foram empregados: 5'-CCC
CCC TCC CAG GCC ACA CTG-3', 5-GTG TCC GCC ACC TCC TTC GGG CC-3'e
5'-CCT GCA GGC ACA CGT GTG TGT G-3'. As etapas da PCR foram: uma
desnaturacdo a 94 °C por 1 min; 27 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 s,
anelamento a 55 °C por 30 s e extensdo a 72 °C por 30 s; uma extensao final a 72
°C por 1 min. Para ambos os tipos de genes a serem amplificados, as condigbes dos
reagentes usados na PCR, por reacdo, foram: 100 ng de DNA gendmico de T. cruzi,
0,33 uM de cada um dos iniciadores, 1x de tampao da enzima Platinum Tag DNA
Polimerase (Invitrogen), 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCly, 1,5 U de enzima
Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen). Para a amplificagdo dos genes 24Sa e
SL sao gerados produtos de PCR de respectivas massas moleculares aproximadas:
para a cepa Y (Tcll), 125 pb e 300 pb; para a cepa G (Tcl), 110 pb e 350 pb. Os
fragmentos de DNA foram analisados em gel de agarose 1%.

Preparagao do extrato de proteinas de epimastigotas da cepa G de T. cruzi

Os parasitos (2,5 x 10°) em fase log de crescimento foram coletados por
centrifugacéo a 2.500 rpm por 10 min a 4 °C e lavados cinco vezes com PBS gelado.
O sedimento foi diretamente ressuspendido em 5 mL de tamp&o de amostra
Laemmli 1x (18,8 mM de Tris-HCI pH 6,8, 0,6% de SDS, 0,6 mM de EDTA, 2,76% de
glicerol, 2,86 mM de 2-mercaptoetanol, 0,02% de azul de bromofenol) contendo
Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche) e fervido por 5 min. 1 mL do extrato
total de proteinas foi centrifugado a 15.000 g por 15 min a 4 °C e o sobrenadante foi

separado para a analise seguinte.
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Processamento do extrato de proteinas

Extrato total de proteinas (50 uL relativos a 2,5 x 10’ formas epimastigotas)
foi separado por SDS-PAGE 12% de 18 cm x 16 cm no sistema de eletroforese
vertical Hoefer SE600 (Hoefer) e a corrida foi parada antes de o tampao de amostra
sair do gel para previnir a perda de proteinas de baixa massa molecular. O gel foi
corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. Depois de remover o excesso de
corante, a linha inteira incluindo o gel concentrador foi excisada em 22 faixas de gel.
Essas faixas foram isoladas em tubos Eppendorf cortadas em pedacos ainda
menores para posterior digestdo em gel com tripsina como descrito previamente por
Shevchenko et al. (2006) com algumas modificagdes.

Primeiramente, os pedacos de gel contidos em 22 tubos referentes a cada
uma das faixas de gel foram encolhidos com acetonitrila (ACN) pura por 10 min.
ACN foi removida para a adicdo de 10 mM de ditiotreitol (DTT) diluido em solugao de
bicarbonato de aménio a 20 mM até cobrir os pedagos de gel e posterior incubagao
por 30 min a 56 °C, etapa de reducgao das pontes dissulfeto das proteinas. Os tubos
foram resfriados a temperatura ambiente e, entdo, foi feita incubagdo com ACN pura
por 10 min. Apds a remocgao da ACN, a etapa de alquilacdo das proteinas foi
realizada com a adicdo de 55 mM de iodoacetamida diluida em solucdo de
bicarbonato de aménio a 20 mM até cobrir os pedagos de gel e a incubagéo por 20
min a temperatura ambiente e no escuro. Os pedagos de gel foram encolhidos com
ACN que foi depois removida. Apds as etapas de redugao e alquilagdo em gel, os
pedacos de gel provenientes de gel corado com Coomassie Blue foram descorados
com 20 mM de bicarbonato de amonio/ACN (1:1 v/v) e incubados por 30 min com
ocasional homogeneizagdo. ACN pura foi adicionada e procedida a incubacéo a
temperatura ambiente. As amostras estavam prontas para a digestdo em gel.
Solugdo de tripsina (Promega) diluida a 12,5 ng/uyL em 10 mM de bicarbonato de
amoénio e 10% de ACN foi adicionada aos tubos até cobrir os pedacos de gel e a
incubacao foi feita a 37 °C durante a noite. Dois passos de extracdo dos peptideos
dos pedacos de gel com 5% de acido férmico/ACN (1:2 v/v) foram realizados a 37 °C
por 15 min, cada. Por fim, os peptideos foram submetidos a secagem em centrifuga
a vacuo. Durante todo o processo, cuidados especiais foram tomados para prevenir
a massiva contaminagdo com queratina e polimeros, tais como: utilizagdo de luvas
de nitrila, touca e mascara, lavagem de vidrarias com metanol-agua-metanol,

centrifugacdo das solugbes em tubos Falcon sob rotagdo maxima, filtragcdo das
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solucdes através de poros de 0,22 ym, agua LC-MS Chromasolv (Sigma).

LC-MS/MS

Conforme Junqueira (2009), os peptideos resultantes foram redissolvidos em
10 yL de acido trifluoroacético (TFA) 0,1%. 4 yL das misturas de peptideos foram
aplicadas no sistema Easy Il nanoLC (Thermo Fisher Scientific) sob pressao
constante de 250 bars. Depois do carregamento e da lavagem, peptideos foram
eluidos em 15 cm x 75 ym nano-column packed with C18 Reprosil (Dr. Maish) 3 pm
particles sob o fluxo de 200 nL/min. O gradiente de eluigdo para analise in-gel foi
realizado em um gradiente de 5-20% de solvente B em 20 min; 20-50% de solvente
B em 16 min; 50-100% de solvente B em 5 min; 100% de solvente B em 10 min e de
volta para 5% de solvente B em 5 min. O solvente A era 95:5 H,O:ACN (v/v)
contendo acido formico 0,1% e o solvente B era 20:80 H,O:ACN (v/v) contendo
acido formico 0,1%. O nanoLC foi acoplado online ao espectrémetro de massas
hibrido LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific) via uma fonte ionizagdo Easy
(Thermo Fisher Scientific) operada com a voltagem de ionizagc&o de 1,8 kV. MS/MS
foi feito em modo DDA sob controle do programa Xcalibur 2.0 (Thermo Fisher
Scientific). O ciclo DDA consistiu de um survey scan adquirido em um pscan dentro
do intervalo de m/z 300-2000 realizado sob a resolugdo de massa alvo de 60.000
FWHM (full width at half-maximum) dentro do analisador Orbitrap e com o valor alvo
de 1EO6 ions. Survey scan foi seguido por fragmentacdo MS/MS dos dez
precursores multiplamente carregados mais abundantes. Espectros foram adquiridos
em um pscan sob energia de colisdo normalizada de 35% e valor alvo de 1E04 ions
no linear ion trap (ion selection threshold 400 counts; precursor ions isolation width 4
amu). Parametro de ativagcdo q = 0,25 e tempo de ativagcdo de 30 ms foram
aplicados. Precursores previamente fragmentados foram dinamicamente excluidos

para 90 s. Ao fim, foram gerados arquivos .raw com os espectros MS/MS.

Analise de dados

Para as buscas 1, 2 e 3, os espectros MS/MS contidos nos arquivos .raw
foram confrontados com os respectivos bancos de dados: (1) Trypanosoma spp. e
outros tripanossomatideos e (2) T. cruzi CL Brener, ambos pelo algoritmo do
programa Sequest, e (3) T. cruzi CL Brener e Sylvio X10/1 pelo algoritmo do
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programa PEAKS6. Na busca 1, o banco de dados continha 88.279 sequéncias
baixadas em maio de 2013; na busca 2, 19.244 sequéncias baixadas em julho de
2013; na busca 3, 30.158 sequéncias baixadas em outubro de 2013. Todos os
bancos de dados foram obtidos do UniprotKB/Swiss-Prot e UniprotKB/TrEMBL
(http://www.uniprot.org). 111 proteinas contaminantes (varios tipos de queratinas,
albuminas e tripsinas) foram incluidas no banco de dados da busca 3, apenas.
Todas as proteinas contaminantes identificadas foram manualmente removidas da
lista de resultados. Os seguintes parametros foram ajustados no Sequest para as
buscas 1 e 2: tolerancias de massa do precursor e de massa do fragmento iguais a
10 ppm e 0,8 Da, respectivamente; até 2 clivagens perdidas permitidas. Os
resultados foram filtrados para apenas peptideos rank 1 e numero minimo de
peptideos por identificagdo igual a 2. Para a busca 3, os parametros da busca no
programa PEAKS6 foram: tolerdncias de massa do precursor e de massa do
fragmento iguais a 10 ppm e 0,8 Da, respectivamente; até 2 clivagens perdidas. Os
filtros utilizados para a busca 3 foram: FDR (PSM) = 0,1%; -10IgP (peptideo) = 28,2;
-10IgP (proteina) = 20; de novo TLC 2 3; de novo ALC = 50%, apenas peptideos
rank 1.

As etapas seguintes sao relativas as trés abordagens supracitadas. Apos a
obtencdo da lista de identificacdes, as sequéncias em FASTA foram submetidas a
analise pelo programa Blast2GO (Conesa et al., 2005) versao 2.6.6 com parametros
padrao. A anotacao funcional das proteinas identificadas foram referentes a: Gene
Ontology (GO) em relagdo a componente celular, processo biolégico e funcéo
molecular; Enzyme Comission (EC); vias metabdlicas (KEGG pathways). Os
programas online SignalP Server versao 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/; (Petersen et al., 2011)) e SecretomeP
Server versdo 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/; (Bendtsen et al.,
2004)) foram usados para a predicdo das proteinas secretadas pelas vias classica e
nao classica, respectivamente. Por ndo haver uma selegcdo mais especifica para T.
cruzi, no SignalP, foi utilizada a predigdo de peptideo-sinal para todos os tipos de
organismos disponibilizados (eucariotos, bactérias gram-negativas e gram-positivas),
assim como no SecretomeP (mamiferos, bactérias gram-negativas e gram-
positivas). As identificagbes que pertenceram a ambos os tipos de predigdo foram
excluidas da lista do SecretomeP e, assim, consideradas apenas na lista do SignalP.
Também  foi utiizado o programa TMHMM  Server versédo 2.0



60

(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) para a predigio de dominios
transmembrénicos nas proteinas identificadas. Os diagramas de Venn foram
construidos pelo programa online Venny
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html). Os graficos foram gerados com

a utilizagdo do programa GraphPad Prism versao 6.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Curva de crescimento de epimastigotas da cepa G de T. cruzi

A curva de crescimento de formas epimastigotas da cepa G de T. cruzi, apos
24 h, mostrou que a populacdo de células mais que dobrou (de 3,13 x 10° para 7,30
x 10° parasitos). No 6° dia, a contagem foi de 2,31 x 10’ parasitos e, no 7° dia, 3,33
x 10 parasitos, portanto, a populacdo aumentou aproximadamente 1,5 vezes. O
periodo analisado de 7 dias englobou a fase de crescimento exponencial ou log da
populagdo, havendo a necessidade de mais dias para se observar a entrada da
populagéo na fase estacionaria de crescimento (Figura 7).
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Figura 7. Curva de crescimento de formas epimastigotas da cepa G de T. cruzi obtida
ao longo de 7 dias por contagem de células em camara de Neubauer.

2. Genotipagem da cepa G de T. cruzi: amplificagao por PCR do rDNA 24Sa e
do gene SL

Para confirmar se os parasitos estudados neste trabalho sao pertencentes ao
DTU Tcl, duas amplificagdes por PCR a partir do DNA gendmico foram realizadas,
do rDNA 24Sa (integrante do cistron ribossémico) e do gene SL ou mini-éxon (Figura
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8). Em conformidade com a literatura sobre a genotipagem de T. cruzi que foi
revisada por Zingales et al. (2012), as PCRs do gene ribossomal 24Sa da cepa G e
da cepa Y (Tcll) resultaram na amplificacdo de fragmentos de DNA de tamanho
esperado de aproximadamente 110 e 125 pb, respectivamente, assim como as
PCRs do gene SL da cepa G e da cepa Y que resultaram em fragmentos de
tamanho esperado de aproximamente 350 e 300 pb, respectivamente (Souto e
Zingales, 1993; Souto et al.,, 1996). Portanto, os parasitos T. cruzi utilizados nos
experimentos subsequentes sdo membros do DTU Tcl.
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Figura 8. Analise comparativa em gel de agarose 1% da amplificagao por PCR dos
genes 24Sa e SL a partir de DNA genémico das cepas G e Y de T. cruzi. Os tamanhos
esperados dos produtos de PCR relativos aos genes 24Sa e SL sdo: para a cepa Y (Tcll),
125 pb e 300 pb, respectivamente; para a cepa G (Tcl), 110 pb e 350 pb, respectivamente.

3. Preparacao do extrato de proteinas expressas por epimastigotas da cepa G
de T. cruzi

O extrato total de proteinas de formas epimastigotas da cepa G de T. cruzi
obtido por solubilizagdo com SDS foi submetido a SDS-PAGE 12% a diferentes
quantidades, 1,25 x 10 parasitos (linha 1) e 2,5 x 10 parasitos (linha 2), e o gel foi
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corado com Coomassie Blue (Figura 9A). Somente a linha 2, incluindo a parte do gel
concentrador, foi utilizada para os experimentos posteriores. As faixas foram
excisadas em um padrdo aproximado ao ilustrado na Figura 9B. Os peptideos
gerados por digestdo em gel foram analisados por LC-MS/MS com o espectrometro
de massas LTQ-Orbitrap.
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Figura 9. Perfil eletroforético do lisado proteico de formas epimastigotas da cepa G de
T. cruzi submetidas a SDS-PAGE 12% e corado com azul de Coomassie. (A) Linha 1:
1,25 x 10’ parasitos, linha 2: 2,5 x 10" parasitos. (B) Padrdo de excisdo horizontal
aproximado das faixas de gel da linha 2 incluindo o gel concentrador, resultando em 22
faixas.

A seguir, Resultados e Discussao foi subdividido em quatro capitulos. Os trés
primeiros sao referentes as buscas em cada um dos trés bancos de dados de
proteinas: |. Busca 1. banco de dados de Trypanosoma spp. e outros
tripanossomatideos; Il. Busca 2: banco de dados da cepa CL Brener de T. cruzi; Ill.
Busca 3: banco de dados das cepas CL Brener e Sylvio X10/1 de T. cruzi. O quarto
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capitulo é relativo as seis familias multigénicas de T. cruzi mais abundantes em

numero de genes e os respectivos membros identificados nas buscas.



l. Busca 1: banco de dados de
Trypanosoma spp. e outros

tripanossomatideos
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A primeira abordagem é generalista e baseou-se na busca dos espectros de
massas MS/MS no banco de dados de Trypanosoma spp. e outros
tripanossomatideos com 88.279 sequéncias de proteinas. Em relagdo a sequéncias
de T. cruzi, esse banco de dados continha 19.244 sequéncias da cepa CL Brener e
10.794 sequéncias da cepa Sylvio X10/1. Utilizando o algoritmo do programa
Sequest, 1.460 proteinas foram identificadas e, dessas, 1.079 proteinas séao
anotadas no banco de dados como nao caracterizadas ou hipotéticas. Um dos
parametros de filtro para os resultados foi 0 numero minimo de 2 peptideos para
cada proteina identificada. Considerando o numero de peptideos que resultaram em
cada uma das identificagbes, o maior percentual das identificagbes (23,77%) foi
proveniente de 2 peptideos e 7,40% das proteinas foram identificadas com 10 ou
mais peptideos (Figura 10). O numero maximo de peptideos por identificagcao foi 31,
que resultou na identificagdo da proteina ndo caracterizada de Trypanosoma vivax
(Nome de entrada ou ID: GOU6P0O_TRYVY).
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Figura 10. Relagdo entre o niumero de peptideos por identificagao e a porcentagem de
identificagoes obtidas por meio de busca no banco de dados de Trypanosoma spp. e
outros tripanossomatideos.

Como o banco de dados para organismos do género Trypanosoma foi usado,
identificagcbes de multiplos organismos foram detectadas (Tabela 1). As maiores
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quantidades de identificagbes foram provenientes de T. vivax (38,90%) e
Trypanosoma congolense (28,70%), seguidos por T. cruzi (12,87%). Erros de
deposicdo no banco de dados poderiam ser responsaveis por trés identificacbes
oriundas de L. major e do oomiceto Phytophthora infestans.

Tabela 1. Relagao entre o organismo, o numero total de proteinas e de proteinas
hipotéticas identificadas por meio de busca no banco de dados de Trypanosoma spp.
e outros tripanossomatideos usando o algoritmo do programa Sequest.

Total de proteinas
Organismo Proteinas hipotéticas
identificadas

Trypanosoma vivax 568 437
Trypanosoma congolense 419 344
Trypanosoma cruzi 188 112
Trypanosoma cruzi marinkellei 144 105
Trypanosoma brucei 135 81
Trypanosoma rangeli 2 0
Trypanosoma evansi 1 0
Leishmania major 2 0
Phytophthora infestans 1 0
Total 1.460 1.079

1. Classificacao de Gene Ontology (GO)

As proteinas identificadas foram classificadas com o emprego do programa
Blast2GO por GO e agrupadas nas seguintes categorias: componente celular
(Figura 11A), processo biolégico (Figura 11B) e fungdo molecular (Figura 11C).
Somando essas trés categorias, 1.648 anotagbes foram geradas e distribuidas em
579 proteinas identificadas diferentes (39,66% do total de identificagbes). Pelo
algoritmo do Blast2GO, uma unica identificagdo pode receber mais de uma anotagao
de GO.

Para componente celular, 25 termos GO foram fornecidos. Por meio de
analise estatistica, o termo GO célula foi o mais abundante com 26,69% do total das
anotagdes, seguido por intracelular (19,93%), complexo proteico (11,74%),

citoplasma (7,83%), nucleo (4,98%) e assim por diante (Figura 11A). Essa
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classificagdo de GO é generalista, pois se ndo existe o conhecimento prévio e a
informagdo anotada nos bancos de dados sobre a localizagdo subcelular de
proteinas identificadas, sdo observadas anotagdes pouco especificas como "célula"
e, assim, a classificagdo aparenta ambiguidade.

Quarenta e trés termos GO foram sugeridos em processo biolégico para as
identificacbes desta busca. Os termos GO mais abragentes foram: processo
metabolico (8,16%) e simbiose, abrangendo mutualismo até parasitismo (8,16%),
etc. (Figura 11B). Consideram-se integrantes do grupo simbiose as proteinas
relacionadas com a interagdo simbidtica entre dois organismos e, entre as varias
formas de simbiose, estdo o mutualismo, o parasitismo e o comensalismo, segundo
a classificacdo de GO  (http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/term-
etails.cgi?term=G0:0044403). Especificamente no parasitismo, a associagao é
desvantajosa ou destrutiva para um dos organismos envolvidos. As proteinas de
formas epimastigotas da cepa G identificadas e classificadas nesse grupo foram
principalmente TS putativas de T. cruzi e T. cruzi marinkellei (parasito que infecta
morcegos) e variant surface glycoproteins (VSG) putativas de T. brucei, T.
congolense e T. vivax.

A sialilagdo de proteinas da superficie do T. cruzi € devido a atividade de
sialidases modificadas, as TS, pois tripanossomatideos ndo sdo capazes de
sintetizar acido sialico. Essas enzimas, ao invés de hidrolisarem acido sialico,
transferem  preferencialmente acido sialico a(2-3)-igado a partir de
sialoglicoconjugados e proteinas do hospedeiro para principalmente mucinas
ancoradas a GPI na superficie do T. cruzi. Isso confere uma carga negativa que
protege os tripomastigotas extracelulares da acdo de anticorpos produzidos pelo
hospedeiro (Pereira-Chioccola et al., 2000). Em adicdo ao favorecimento da
sobrevivéncia de tripomastigotas, TS tém importancia na infectividade do parasito,
no reconhecimento da célula hospedeira, na modulacdo e escape da resposta
imune, no escape dos vacuolos parasitoforos, na adesao as células epiteliais do
intestino do triatomineo, na invasdo de células fagociticas e n&o fagociticas do
hospedeiro (revisado por Dc-Rubin e Schenkman (2012) e Freire-De-Lima et al.
(2012)).

A grande representatividade das familias de TS e mucinas no genoma de T.
cruzi pode refletir na habilidade do parasito em evadir ou subverter o sistema imune

do hospedeiro. A superfamilia polimorfica TcS contém a maior quantidade de genes
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entre todas as familias multigénicas da cepa CL Brener, com um total de 1.430
membros, dos quais 693 sao provaveis pseudogenes (Atwood et al., 2005). Ela inclui
membros das familias de trans-sialidases e trans-sialidases-similes. Apesar de o
fato de que quatro grupos da superfamilia TcS estavam bem caracterizados e
apenas um dos grupos contém trans-sialidases ativas, a maioria dos genes da
superfamilia possui a descrigao "trans-sialidases" no banco de dados do genoma de
T. cruzi e todas as proteinas identificadas s&o descritas pelo Uniprot como trans-
sialidases e, neste trabalho, estdo referenciadas como TS. Assim, 35 TS putativas
foram identificadas, todas provenientes de T. cruzi marinkellei e T. cruzi, mesmo
existindo ortélogos em T. brucei e esses constarem no banco de dados utilizado.
Recentemente, quatro grupos adicionais foram identificados apo6s analise de
alinhamento de sequéncias, sugerindo que essa superfamilia € muito mais
heterogénea do que previamente pensado (Freitas et al., 2011).

E importante destacar que, por meio de busca no banco de dados geral de
Trypanosoma spp. e outros tripanossomatideos, foram obtidas 52 identificacbes de
VSG de T. brucei, T. congolense e T. vivax, poréem a familia VSG nao foi descrita em
T. cruzi. T. brucei tem a superficie coberta por uma capa densa de VSG nas formas
metaciclicas e sanguineas (formas slender e stumpy), o que gera variedade
antigénica e favorece a evaséo do sistema imune do hospedeiro mamifero (revisado
por Borst e Ulbert (2001) e Matthews (2005)). Talvez possam ter ocorrido erros na
analise pelo algoritmo do Sequest ou prevaleceu a correspondéncia entre espectros
MS/MS e VSG em vez de outras proteinas devido a existéncia de dominios comuns.
A analise da sequéncia genémica da cepa G podera elucidar tal ponto.

Para fungcdo molecular, 30 termos GO foram resultantes da classificagdo das
proteinas identificadas. O termo GO ligagdo a proteinas apresentou a maior
porcentagem de anotagdes (19,10%), depois aparecem ligagdo a nucleotideos
(14,32%), atividade de hidrolase (12,20%), etc. (Figura 11C). O Blast2GO classifica
proteinas em atividades de hidrolase e peptidase, sendo que essa ultima é uma
atividade de hidrolase. Portanto, para as trés categorias geradas pelo Blast2GO,
pode existir um termo GO que é integrante de um outro termo GO mais abrangente

e ambos serem considerados classificagdes distintas.
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26.69% cell
19.93% intracellular

11.74% protein complex
7.83% cytoplasm

4.98% nucleus

3.56% mitochondrion

3.56% cytoskeleton

3.20% organelle

2.49% Golgi apparatus
2.49% cytosol

2.14% endoplasmic reticulum
1.42% nucleolus

1.42% microtubule organizing center
8.564% others

8.16% metabolic process

8.16% symbiosis, encompassing mutualism through parasitism
7.99% nucleobase-containing compound metabolic process
7.83% cellular protein modification process

7.34% transport

7.01% biosynthetic process

5.38% catabolic process

4.73% protein metabolic process

4.73% biological_process

4.40% response fo stress

3.59% regulation of biological process

2.94% DNA metabolic process

2.28% response to biotic stimulus

2.28% lipid metabolic process

2.12% ion transport

21.04% others

19.10% protein binding
14.32% nucleotide binding
12.20% hydrolase activity
11.80% binding

7.16% catalytic activity
6.63% transferase activity
4.11% protein kinase activity
3.85% nucleic acid binding
3.18% transporter activity
2.79% DNA binding
2.79% peptidase activity
1.86% RNA binding

1.59% kinase activity
8.62% others

Figura 11. Graficos de setores para cada categoria de GO: (A) componente celular,
(B) processo biolégico e (C) fungao molecular, de acordo com o programa Blast2GO.
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2. Predicao de atividades enzimaticas

As proteinas identificadas foram pesquisadas para atividades enzimaticas
segundo a classificacdo da Nomenclatura de Enzimas definida pelo Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-
IUBMB). As enzimas sé&o classificadas em seis classes de acordo com a reagao que
catalisam (EC 1 a 6) e sao atribuidos numeros de Enzyme Comission (EC) a elas.
Assim como para anotacdes de GO, pela classificagao do Blast2GO, uma mesma
identificacdo pode receber mais de uma anotagdo de EC. Foram anotadas 153
proteinas para EC e, de um total de 163 anotacdes, as classes mais representativas
foram EC 2 (transferases) e EC 3 (hidrolases) com 64 e 63 anotagdes,
respectivamente. Essa grande quantidade de anotagdes de hidrolases esta
condizente com a alta porcentagem de anotagcbdes para o termo GO de fungao
molecular atividade de hidrolase. EC 3 também foi a classe mais diversificada, com
31 atividades enzimaticas diferentes (Tabela 2).

De forma global, as atividades enzimaticas mais numerosas em relacédo a
anotagdes de todos os seis ECs foram: proteina serino/treonino-quinase (EC
2.7.11.0) com 26 anotagdes e exo-a-sialidase (EC 3.2.1.18) com 22 anotagbes. As
proteinas quinases sdo mediadores em vias de transdugdo de sinal, transmitindo
sinais ambientais (extracelulares) e coordenando processos intracelulares. As
proteinas quinases eucarioticas sao classificadas em duas superfamilias: proteinas
Ser/Thr-quinases e proteinas Tyr-quinases. As proteinas Ser/Thr-quinases sao
enzimas que catalisam a fosforilagcdo de residuos de Ser ou Thr de proteinas alvo
com a utilizagdo de ATP (revisado por Edelman, Blumenthal e Krebs (1987)), o que
induz uma mudanga conformacional na proteina alvo. Em T. cruzi e outros
tripanossomatideos, a fosforilagcdo de proteinas provavelmente esta envolvida em
mecanismos regulatérios de processos bioldégicos como ciclo celular, diferenciacéo e
resposta ao estresse durante os ciclos de vida complexos deles (revisado por
Flawia, Tellez-Inon e Torres (1997) e Naula, Parsons e Mottram (2005)). A grande
representatividade do grupo de atividade de exo-a-sialidases é devido a TS putativas
identificadas (17 identificagdes atribuidas a esse grupo), citadas anteriormente.
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Tabela 2. Abundancia de anotagdoes e de atividades enzimaticas para cada uma das
seis classes de Enzyme Comission (EC).

Classe de EC Anotagdes® Atividades enzimaticas”
1 - Oxido-redutases 12 9
2 - Transferases 64 31
3 - Hidrolases 63 25
4 - Liases 9 6

5 - Isomerases
6 - Ligases 8 4
Total 163 80

@ Numero de anotagdes de EC pelo Blast2GO
® Ntimero de Enzyme ID distintos do sistema EC

2.1. Peptidases (EC 3.4) putativas

As enzimas que catalisam a hidrdlise de ligagdes peptidicas de polipeptideos
ou proteinas sdo denominadas peptidases ou proteases. Tem se tornado claro que
as peptidases de tripanossomatideos patogénicos desempenham um papel
essencial em varias etapas da infeccdo do hospedeiro: absorcdo, penetracédo,
sobrevivéncia intracelular, replicacdo, diferenciacao, infectividade, evasdo do
sistema imune, nutrigdo, autofagia (revisado por Vermelho et al. (2007), Alvarez,
Niemirowicz e Cazzulo (2012) e Bastos et al. (2013)).

Dois sistemas de classificagdo e nomenclatura sao utilizados para peptidases,
EC ja citado e MEROPS. MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk) € um banco de
dados sobre as peptidases, os inibidores e os substratos delas e usa uma
classificagdo hierarquica baseada na estrutura das peptidases (Rawlings, Barrett e
Bateman, 2012). Cada peptidase é atribuida a uma familia com base nas
similaridades de sequéncia de aminoacidos estatisticamente significativas, e as
familias em que se acredita serem homologas sao agrupadas em um mesmo cla. Na
versao atual do MEROPS (release 9.9), as peptidases s&o classificadas em nove
familias de acordo com o tipo de mecanismo catalitico (aspartico (A), cisteino (C),
glutdmico (G), metalo (M), asparagino (N), serino (S), treonino (T), misto (P),
desconhecido (U)).

O Blast2GO utiliza o sistema EC e, por isso, as identificacdes da cepa G de T.
cruzi foram pesquisadas e classificadas segundo essa nomenclatura. As peptidases
(EC 3.4) que atuam na extremidade N-terminal ou C-terminal sdo as exopeptidases

(EC 3.4.11-19) e as que clivam dentro da cadeia polipeptidica sdo as
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endopeptidases (EC 3.4.21-25 e EC 3.4.99). Em relagao a subclasse de peptidases,
um total de dez identificagbes foram atribuidas a cinco sub-subclasses:
aminopeptidases (EC 3.4.11.0), serino-carboxipeptidases (EC 3.4.16.0), metalo-
carboxipeptidases (EC 3.4.17.0), serino-endopeptidases (EC 3.4.21.0) e metalo-
endopeptidases (EC 3.4.24.0). As anotagdes corresponderam as seguintes
proteinas identificadas: uma leucil-aminopeptidase (LAP) citosolica putativa de T.
congolense, uma aminopeptidase putativa de T. vivax, uma serino-carboxipeptidase
putativa (CBP1) de T. vivax, duas carboxipeptidases dependentes de zinco putativas
de T. vivax, duas proteinas de superficie putativas de T. vivax, uma gp63 putativa de
T. cruzi, uma proteina ndo caracterizada de T. congolense e uma proteina nao

caracterizada de T. vivax (Tabela 3).

Tabela 3. Proteinas anotadas para a atividade de peptidase (EC 3.4) distribuidas em
cinco sub-subclasses de EC.

Sub-subclasse de EC Descrigao® Cédigo identificador®
Aminopeptidases Aminopeptidase GOTTF8_TRYVY
(EC 3.4.11) Cytosolic leucyl aminopeptidase GOURS4_TRYCI

Serino-carboxipeptidases  Serine carboxypeptidase (CBP1) GOU597_TRYVY

(EC 3.4.16)
Metalo-carboxipeptidases Zinc carboxypeptidase GOTU56_TRYVY
(EC 3.4.17) Zinc carboxypeptidase GOUCS1_TRYVY
Serino-endopeptidases Uncharacterized protein FOW6B7_TRYCI
(EC 3.4.21)
Uncharacterized protein GOTU13_TRYVY
Metalo-endopeptidases Major surface protease A GOUBW9_TRYVY
(EC 3.4.24) p63-1 surface protease homolog GOUC84_TRYVY
Surface protease gp63 K4DJ96 TRYCR

@Descrigao da proteina anotada proveniente do Uniprot
® Nome de entrada ou ID do Uniprot

2.2. Predicao de enzimas envolvidas em vias metabdlicas
As proteinas identificadas foram anotadas por KEGG pathways - Blast2GO
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em 45 vias metabdlicas, das quais as dez mais representativas em relagdo ao
numero de anotagdes por via estdo listadas na Tabela 4. A via metabdlica de
metabolismo de purinas apresentou a maior variedade de atividades enzimaticas
(Enzyme ID do sistema EC) com 12 atividades enzimaticas distintas, seguida por
metabolismo de pirimidinas com 6. Formas epimastigotas de T. cruzi sao replicativas
e, por isso, realizam uma alta taxa de sintese de nucleotideos para a propagagao
dos acidos nucleicos para as células filhas apds a fissdo binaria. Assim, a alta
frequéncia de anotagdes nas vias metabdlicas de sintese de nucleotideos seria uma
consequéncia disso. Na Tabela 5, estdo detalhadas as atividades enzimaticas e os
nomes de entrada relativos as cinco vias metabdlicas mais abundantes em numero
de anotacgdes.

Tabela 4. As dez vias metabdlicas mais abundantes em nimero de anotagées e os
respectivos niumeros de atividades enzimaticas.

Via metabélica® Anotacgoes® Atividades enzimaticas®
Metabolismo de purinas 25 12
Degradacéo de glicanas 22 1

Metabolismo de esfingolipideos 22 1
Metabolismo de pirimidinas 10 6
Metabolismo de tiaminas 6 1
Metabolismo de glicerofosfolipideos 5 3
Metabolismo de drogas - outras enzimas 3 3
Vias de sinalizagao de receptor de célula T 3 1
Glicdlise/Gliconeogénese 2 2
Metabolismo de acidos graxos 2 2

@Via metabdlica sugerida por KEGG pathways - Blast2GO

®Ntimero de anotagdes (pode haver uma proteina anotada mais de uma vez na mesma via
metabdlica)

°Numero de Enzyme ID distintos do sistema EC

2.2.1. Metabolismo de purinas

As purinas sao essenciais para a sintese de nucleotideos. Distintamente dos
hospedeiros vertebrados, os protozoarios parasitos que tém sido examinados sao
auxotroéficos para purino-nucleotideos, ou seja, sdo incapazes de realizar a sintese

de novo das purinas. Assim, sdo dependentes da via de recuperacdo das purinas
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pré-formadas do hospedeiro ou do meio (Gutteridge e Gaborak, 1979; Ullman e
Carter, 1997) ilustrada na Figura 12.

A PRPP sintetase (também denominada ribose fosfato pirofosfoquinase)
participa no inicio da via de sintese de novo das purinas, que conduz a sintese de
AMP e GMP. Essa enzima catalisa a transformacéo de ribose-5-fosfato em PRPP
(fosforribosil pirofosfato) na presenca de ATP. Em razdo da necessidade de PRPP
como doador de ribose-fosfato para a recuperagdo de adenina, guanina e
hipoxantina, essa enzima também esta envolvida nesta via. A PRPP sintetase de
Leishmania donovani foi caracterizada molecularmente (Hendrickson, Allen e
Ulliman, 1993). A identificagcdo de uma PRPP sintetase putativa (Q57Z2X2_TRYB2) foi
constatada na cepa G de T. cruzi por busca no banco de dados Trypanosoma spp. e
outros tripanossomatideos.

Uma enzima hipoxantina-guanina fosforribosil transferase putativa (HGPRT,
GOU5D5_TRYVY) foi identificada. Nos géneros Trypanosoma e Leishmania, HGPRT
catalisa as reagdes de recuperagao de guanina e de hipoxantina livres na presenca
de PRPP, produzindo GMP e IMP, respectivamente (Ullman e Carter, 1997). Foi
publicado um estudo envolvendo mutagénese de dois residuos de aminoacidos do
loop do sitio ativo da HGPRT de T. cruzi que sdo conservados entre as HGPRT,
Leu67 e Gly69 (Butterworth et al., 2004).

Na via de recuperacao das purinas, ha enzimas que convertem IMP e XMP,
os respectivos produtos da HGPRT e da XPRT (xantina fosforribosil transferase), em
AMP e GMP. Também existem enzimas que catalisam a reacdo inversa de
conversdo de AMP e GMP em IMP. Entre as referidas enzimas de interconversao
estdo: adenilsuccinato liase, adenilsuccinato sintetase, IMP desidrogenase, GMP
sintetase, AMP desaminase, GMP redutase.

Na via biossintética de novo das purinas, a enzima bifuncional adenilsuccinato
liase catalisa a conversao de succinil aminoimidazol carboxamida ribonucleotideo
(SAICAR) em aminoimidazol carboxamida ribonucleotideo (AICAR) e fumarato e a
conversdo de adenilsuccinato em AMP e fumarato (Toth e Yeates, 2000). Em T.
cruzi e outros protozoarios parasitos, a adenilosuccinato liase catalisa apenas a
ultima reacdo supracitada porque somente a via de recuperagao de purinas esta
presente. A adenilsuccinato liase de T. cruzi foi purificada e bioquimicamente
caracterizada (Spector, Berens e Marr, 1982). Nesse contexto, uma adenilsuccinato
liase putativa (GOU2G5_TRYVY) foi identificada na cepa G.
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Enzimas globais nos processos de replicagdo do DNA e de transcrigdo como
as respectivas DNA polimerases e RNA polimerases foram classificadas no grupo de
metabolismo de purinas, assim como no grupo de metabolismo de pirimidinas que
sera exposto no proximo tépico. DNA polimerases sao atualmente classificadas em
sete familias, A, B, C, D, X, Y e RT. Em T. cruzi, sdo preditas sequéncias génicas
qgue codificam membros pertencentes a quatro familias de DNA polimerases, A, B, X
e Y (El-Sayed et al., 2005). No proteoma total de formas epimastigotas da cepa
Brazil, foram identificadas duas DNA polimerases [ mitocondriais, membros da
familia X (Atwood et al., 2005). No presente proteoma de formas epimastigotas da
cepa G, duas DNA polimerases n putativas (GOUVH1_TRYCI e GOU5H0_TRYVY)
foram detectadas. As DNA polimerases n e K, integrantes da familia Y, atuam em
uma via de reparo alternativa do DNA chamada de sintese translesdo (TLS -
translesion synthesis), na qual sdo capazes de processar lesdes do DNA permitindo
que a replicagao da fita de DNA prossiga. As DNA polimerases n e k de T. cruzi ja
foram estudadas (De Moura et al., 2009; Rajao et al., 2009). Parasitos
superexpressando a TcPoln foram mais resistentes a tratamento com perodxido de
hidrogénio, que causa danos oxidativos ao DNA, comparados a células n&o
transfectadas. Porém nao restaurou lesdes em parasitos transfectados apods
tratamento com os agentes genotoxicos luz ultravioleta e cisplatina (De Moura et al.,
2009). Alem disso, duas identificagbes relativas a RNA polimerases putativas
também foram constatadas, uma RNA polimerase |l dirigida a DNA
(GOUY95_TRYCI) e wuma subunidade RPB8 da RNA polimerase B
(GOUC34_TRYVY).

Adenilato ciclases e o produto de sua catalise, 0 mensageiro secundario
cAMP, tém sido envolvidos na regulagcdo da metaciclogénese de T. cruzi em
resposta a ligantes peptidicos exdégenos (Gonzales-Perdomo, Romero e
Goldenberg, 1988; Fraidenraich et al., 1993). Nesse protozoario, essas proteinas
sdo codificadas por uma grande familia génica polimérfica e parecem possuir um
grande dominio extracelular N-terminal variavel, uma unica hélice transmembranica
e um dominio catalitico citosdlico altamente conservado (Taylor et al., 1999). Uma
adenilato ciclase de T. cruzi estudada é ativada por Ca?* e interage com a proteina
paraflagelar rod, um componente da estrutura flagelar de formas epimastigotas e
tripomastigotas (D'angelo et al., 2002). Quatro adenilato ciclases foram relacionadas
na cepa G (Q57WZ8 TRYB2, Q4D322 TRYCC, G0U4Z9 TRYVY e
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Assim, purinas sao de vital importancia para a sintese de acidos nucleicos,

moléculas regulatdrias, co-fatores enzimaticos, assim como podem atuar como

transportadores de energia. Uma grande quantidade de "motores" moleculares

utilizam a energia quimica do ATP para exercer trabalho mecéanico e nesse grupo

estdo inclusas a familia de AAA+ ATPases (extended ATPases associated with

various cellular activities), as superfamilias de dineina, miosina e cinesina. As AAA+

ATPases sao responsaveis por uma ampla variedade de processos celulares e tem

como caracteristica um modulo de ATPase de 230 aminoacidos, composto pelos

subdominios de ligacédo a nucleotideo ASCE, a-helicoidal e C-terminal (Wendler et

al., 2012). Dineinas sao proteinas motoras dos microtubulos e apresentam varias

cadeias pesadas, intermediarias e leves (Cho e Vale, 2012). Na cepa G de T. cruzi,
identificamos duas AAA ATPases putativas (GOVOC1_TRYCI e GOTX46_TRYVY) e

uma cadeia pesada de dineina (Q4CKA4_TRYCC).

Nucleosideo
hidrolase
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Nucleosideo
hidrolase

Adenosina -Adenina » Hipoxantina «———— — — Inosina
Hipoxantina-guanina
. fosforribosil transferase
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fosforribosil
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Figura 12. Diagrama da via de recuperagao/salvagdo das purinas predita em
Trypanosoma spp., com base nas enzimas descritas para Leishmania spp. As enzimas
marcadas em vermelho correspondem as proteinas identificadas na cepa G de T. cruzi pela
busca 1. Modificado de Boitz et al. (2013). AMP: adenilato, AMPS: adenilsuccinato, GMP:

guanilato, IMP: inosinato, XMP: xantinilato.
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2.2.2. Metabolismo de pirimidinas

Ha vias de novo e de recuperacao de nucleotideos pirimidinicos em T. cruzi, a
partir das quais UTP, CTP e TTP s&o sintetizados. Na sintese de novo das
pirimidinas UTP e CTP, inicialmente, a biossintese de carbamil fosfato é feita pela
enzima carbamil fosfato sintetase Il e depois o anel piridimico é formado a partir de
carbamil fosfato e aspartato pela enzima aspartato transcarbamilase (Figura 13).
Apenas uma aspartato transcarbamilase putativa GOTWO09_TRYVY foi identificada e
atribuida a esta via metabdlica. A forma recombinante dessa enzima de T. cruzi foi
cristalizada (Matoba et al., 2009). As trés enzimas iniciais envolvidas na sintese de
novo de pirimidinas em T. cruzi, carbamil fosfato sintetase IlI, aspartato
transcarbamilase e diidroorotase, foram expressas em Escherichia coli e interagem
molecularmente entre si, formando um complexo terciario (Nara et al., 2012).

Por estarem relacionadas aos processos de replicacdo do DNA e transcricao,
as duas DNA polimerases n putativas (GOUVH1_TRYCI e GOUSHO_TRYVY), a RNA
polimerase |l dirigida a DNA putativa (GOUY95_TRYCI) e a subunidade RPB8 da
RNA polimerase B putativa (GOUC34_TRYVY) que foram encaixadas na via de
metabolismo de purinas também foram atribuidas a via de metabolismo de
pirimidinas.

A timidina quinase putativa (FOWAY4_TRYCI), que participa da sintese de
DNA e, na presenca de ATP, fosforila desoxitimidina, foi atribuida a via de
metabolismo de pirimidinas.

Os RNAs de transferéncia (tRNAs) sofrem processamento pos-transcricional
e, na etapa final, ocorrem modificagbes de algumas bases como a isomerizagao de
uridina em pseudo-uridina. Identificamos uma tRNA pseudo-uridina sintase A
putativa (GOU6Q1_TRYVY) que catalisa essa reagdo e também foi anotada nesta

via.
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Figura 13. Esquema simplificado da via de sintese de novo das pirimidinas. A enzima
marcada em vermelho corresponde a proteina identificada na cepa G de T. cruzi. HCOj:
bicarbonato, PRPP: fosforibosilpirofosfato, P;: fosfato inorganico, PP;: pirofosfato.

2.2.3. Degradacao de glicanas

Relacionadas a via metabdlica de degradagdo de glicanas estdao 17
identificacbes de TS putativas que promovem a remocdo de acido siadlico de
glicoconjugados do hospedeiro. A atividade enzimatica associada a essa via é
neuraminidase ou exo-a-sialidase (EC 3.2.1.18), ja citada anteriormente como o

segundo grupo de atividade enzimatica mais numeroso em relagdo a anotagoes.

2.2.4. Metabolismo de esfingolipideos
As mesmas anotagdes com atividade de neuraminidase para a via de

degradacéao de glicanas estdo associadas a via de metabolismo de esfingolipideos.
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2.2.5. Metabolismo de tiaminas (vitamina B)

Seis enzimas com atividade predita de fosfatase foram atribuidas a via de
metabolismo de tiaminas, das quais duas sdo AAA ATPases putativas
(GOVOC1_TRYCI e GOTX46_TRYVY). Vitamina B4, na forma de tiamina pirofosfato
(TPP), € necessaria para as vias metabdlicas de fosforilagdo oxidativa e das
pentoses-fosfato, pois age como cofator para a-cetoacido desidrogenases
(Hohmann e Meacock, 1998). O envolvimento de ATPases no metabolismo de

tiaminas seria no transporte dessas moléculas para o interior dos parasitos.
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Tabela 5. Relagao entre as vias metabdlicas mais representativas em numero de
anotagoes e as respectivas atividades enzimaticas.

(continua)

Via metabolica®

Atividade enzimatica®

Cadigo identificador®

1) Metabolismo de

purinas

2) Degradagéao de

glicanas

3) Metabolismo de

esfingolipideos

4) Metabolismo de

pirimidinas

Fosforribosil transferase (EC 2.4.2.8)
Fosforribosil transferase (EC 2.4.2.22)
Quinase (EC 2.7.4.6)

Difosfoquinase (EC 2.7.6.1)

RNA polimerase (EC 2.7.7.6)

DNA polimerase (EC 2.7.7.7)

Fosfodiesterase (EC 3.1.4.17)
Nucleosidase (EC 3.2.2.2)
Adenil pirofosfatase (EC 3.6.1.3)
Fosfatase (EC 3.6.1.15)

Liase (EC 4.3.2.2)
Ciclase (EC 4.6.1.1)

Neuraminidase (EC 3.2.1.18)

Carbamil transferase (EC 2.1.3.2)
Quinase (EC 2.7.1.21)

Quinase (EC 2.7.4.6)

RNA polimerase (EC 2.7.7.6)

GOU5D5_TRYVY®
GOU5D5_TRYVY®

GOU704_TRYVY

Q57ZX2_TRYB2

K2MYR2_TRYCR, GOUY95_TRYCI,
GOUC34_TRYVY

FOW6J4_TRYCI, GOUVH1_TRYCI,
GOU5HO_TRYVY

FOW8G7_TRYCI

GOUQA6_TRYCI

Q4CKA4_TRYCC, FOWEX2_TRYCI
GOUJN2_TRYCI, FOW3N5_TRYCI,
G0V2J6_TRYCI, GOVOC1_TRYCI,
GOTX46_TRYVY, GOTYA2_TRYVY
GOU2G5_TRYVY

Q57WZ8_TRYB2, Q4D322_TRYCC,
G0U4Z9_TRYVY, GOTUP8_TRYVY

K2NWDO0_TRYCR, K2MLX8_TRYCR,
K2M785_TRYCR, K2MWI6_TRYCR,
K2N417_TRYCR, Q4DR51_TRYCC,
Q4DSY7_TRYCC, Q4E222 _TRYCC,
Q4D349_TRYCC, Q4DAK1_TRYCC,
Q4DGS3_TRYCC, Q4CKL4_TRYCC,
Q4DYT7_TRYCC, Q4W4T2_TRYRA,
FOW5R1_TRYCI, FOWJ72_TRYCI,
K4DQI5_TRYCR, KAEAYO_TRYCR,
K4DSK4_TRYCR, K4DJC1_TRYCR,
K4DWC7_TRYCR, K4DM44_TRYCR

GOTWO09_TRYVY
FOWAY4_TRYCI
GOU704_TRYVY
K2MYR2_TRYCR, GOUY95_TRYCI,
GOUC34_TRYVY
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Tabela 5. Relagao entre as vias metabodlicas mais representativas em numero de

anotagoes e as respectivas atividades enzimaticas (conclusao)
Via metabdlica® Atividade enzimatica” Cadigo identificador®
4) Metabolismo de  DNA polimerase (EC 2.7.7.7) FOW6J4_TRYCI, GOUVH1_TRYCI,
pirimidinas GOU5HO_TRYVY
(continuagao) Sintase (EC 4.2.1.70) GoU6Q1_TRYVY

GOUJN2_TRYCI, FOW3N5_TRYCI,

5) Metabolismo de  Fosfatase (EC 3.6.1.15) G0V2J6_TRYCI, GOVOC1_TRYCI,
tiaminas GO0TX46_TRYVY, GOTYA2_TRYVY

@ Via metabdlica sugerida por KEGG - Blast2GO

® Enzyme ID do sistema EC anotado na via metabdlica

° Nome de entrada ou ID do Uniprot

¢ |dentificagdo anotada com dois Enzyme ID na mesma via metabolica
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3. Predicao de proteinas secretadas

Na viade secrecdo classica, as proteinas que contém peptideo-sinal,
localizado na extremidade N-terminal ou internamente na proteina, sao dirigidas a
membrana plasmatica ou ao meio extracelular por um sistema de endomembranas a
partir do reticulo endoplasmatico (RE). Essa via de secrecdo convencional
compreende a seguinte rota intracelular: RE - aparato de Golgi - TGN (trans-Golgi
network) - membrana plasmatica e é altamente conservada entre eucariotos
(revisado por Lee et al. (2004)).

Embora o sistema RE-Golgi seja um processo de exportacdo de proteinas
extremamente eficiente, existe o transporte por via ndo classica. Proteinas que nao
contém peptideo-sinal podem ser diretamente direcionadas a membrana plasmatica
de modo independente do RE-Golgi e até mesmo algumas proteinas portadoras de
sequéncia sinalizadora podem ser secretadas independentemente do aparato de
Golgi. Quatro mecanismos tém sido propostos para vias secretorias nao
convencionais: (1) translocacdo direta a partir do citoplasma através da membrana
plasmatica para o espago extracelular, (2) secregédo lisossomal, (3) secregao por
exossomos derivados de corpos multivesiculares e (4) secregao por "bolhas" e por
brotamento de vesiculas, diretamente da membrana plasmatica (revisado por Nickel
e Seedorf (2008) e Nickel e Rabouille (2009)).

Neste trabalho, para secrecdo de proteinas por via classica preditas pelo
programa SignalP, entre proteinas putativas e ndo caracterizadas, foram anotadas
149 proteinas (10,21%), e para secregédo de proteinas por via ndo classica preditas
pelo SecretomeP, 978 proteinas (66,99%) (Figura 14). As proteinas de cada uma
das vias sdo mutuamente exclusivas, ou seja, as proteinas que sao atribuidas a via
de secrecao classica ndo sao anotadas na via ndo classica e vice-versa. Essa
predominéncia de proteinas preditas que seguem pela via de secregao ndo classica
esta de acordo com trabalhos de outros tripanossomatideos, como promastigotas de
L. braziliensis (Cuervo et al., 2009), formas sanguineas de T. congolense (Grebaut

et al., 2009) e tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi (Queiroz, 2013).
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Figura 14. Predicdo de proteinas secretadas pelas vias classica (SignalP) e nao
classica (SecretomeP) e ndo anotadas como secretadas (nenhum).

O SignalP predisse peptideo sinal para 19 tipos de proteinas putativas, de
acordo com a descrigao do Uniprot, listadas na Tabela suplementar 1, dos quais os
mais representativos foram: VSG (29 membros), MASP (11 membros), mucinas
TcMUCII (5 membros) e TS (4 membros). Para proteinas secretadas por via n&o
classica pelo SecretomeP, 135 tipos de proteinas putativas foram preditas e os mais
abundantes foram: TS (31 membros), VSG (23 membros) e dispersed gene family
protein 1 (DGF-1) (6 membros) (Tabela suplementar 2). Considerando que as
identificacbes dos dois programas de predicdo sdo mutuamente exclusivas, os
seguintes tipos de proteinas foram enquadrados em ambas as vias de secrecao de
proteinas: MASP, mucina TcMUCII, mucina-simile, receptor adenilato ciclase,
proteina retrotransposon hot spot (RHS), proteina especifica de T. brucei spp., TS e
VSG.

3.1. Predicao de proteinas integrais de membrana

Como citado, as proteinas secretadas podem seguir para a membrana
plasmatica ou para o meio extracelular. Na membrana, as proteinas integrais
deslocam-se entre os lipideos, mantidas pelas interacbes hidrofébicas com as
cadeias nao-polares dos aminoacidos delas. Com a utilizagdo do programa TMHMM,
302 proteinas identificadas (20,68%) foram consideradas candidatas a possuirem
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dominios transmembranicos, variando de 1 a 27 hélices transmembranicas por
identificagao.

Estabelecendo uma comparagdo entre a lista de proteinas preditas com
dominios transmembranicos e a lista de proteinas preditas serem secretadas por via
classica, 49 proteinas pertencem a ambas as listas. Das 302 proteinas preditas com
dominios transmembranicos, 227 proteinas sao preditas serem secretadas por via
nao classica. Portanto, 75,17% das proteinas integrais de membrana preditas seriam
secretadas por via n&o classica e, apenas 16,23%, por via classica (Figura 15).

TMHMM SignalP

oV

SecretomeP

Figura 15. Diagrama de Venn correlacionado as proteinas com preditas hélices
transmembranicas (TMHMM) e as preditas a serem secretadas pelas vias classica
(SignalP) e nado-classica (SecretomeP).
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ll. Busca 2: banco de dados da cepa CL

Brener de T. cruzi
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A segunda abordagem para busca dos espectros de massas MS/MS
fornecidos pelo LTQ-Orbitrap é mais restrita, pois se fez uso do banco de dados de
T. cruzi CL Brener com 19.244 sequéncias de proteinas, visto que a montagem de
genoma de T. cruzi com a melhor qualidade até hoje é a da cepa CL Brener, mesmo
se tratando de uma cepa hibrida. Com a utilizagdo do programa Sequest, 953
proteinas foram identificadas, das quais 385 s&o anotadas no banco de dados como
proteinas hipotéticas. Assim como para a busca no banco de dados de
Trypanosoma spp. e outros tripanosomatideos, o numero minimo de peptideos para
cada identificagdo considerado foi 2. A maioria das identificacées (38,41%) foi
resultante de 2 peptideos, seguido por 21,09% provenientes de 3 peptideos, 10,28%
de 4 peptideos e assim por diante. Apenas 8,50% das proteinas foram identificadas
com 10 ou mais peptideos, percentual préximo ao da primeira busca (7,40%) (Figura
16). Contrastando com as identificagdes obtidas a partir do banco de dados de
Trypanosoma spp. e outros tripanossomatideos, uma porcentagem maior de
proteinas foram identificadas com apenas 2 peptideos a partir do banco de dados de
T. cruzi CL Brener. As proteinas putativas heat shock protein 85 (Q4CQS6) e heat
shock protein 70 kDa (Q4CVR9) apresentaram correspondéncia a 43 peptideos, o
maior numero de peptideos por identificacdo obtido por esta busca, que foi superior
ao da busca no banco de dados de Trypanosoma spp. e outros tripanossomatideos
(31 peptideos). Todos os nomes de entrada (ID) dessa busca terminam em
_TRYCC, mas a seguir serdo apresentadas como numeros de acesso (forma

simplificada).
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Figura 16. Relagao entre o numero de peptideos por identificagao e a porcentagem
de identificagcbes obtidas por meio de busca no banco de dados de T. cruzi CL
Brener.
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1. Classificacao de Gene Ontology (GO)

Com o emprego do Blast2GO, 2.564 anotagcbes foram usadas para a
classificagdo por GO de 665 proteinas identificadas distintas (69,78%). Em
comparagdo com a busca no banco de dados de Trypanosoma spp. e outros
tripanossomatideos, na qual 39,66% das identificacdes foram anotadas, o uso do
banco de dados de T. cruzi CL Brener resultou em uma maior porcentagem de
anotacodes de GO.

Para a categoria componente celular, 28 termos GO foram fornecidos pela
classificacdo das proteinas identificadas nesta busca. O termo GO complexo
proteico apresentou o maior numero de anotagdes (16,38%), depois apareceram
citoplasma (13,56%), intracelular (13,37%), celular (10,92%), ribossomo (8,66%),
etc. (Figura 17A).

Em relagdo a processo biolégico, as identificagdes foram distribuidas a 40
termos GO. O termo GO processo catabdlico (12,04%) foi o mais abundante,
seguido por processo metabdlico (10,77%), processo metabdlico contendo
nucleobase (8,87%), etc. (Figura 17B). O termo GO simbiose, abrangendo
mutualismo até parasitismo, um dos mais representativos da busca no banco de
dados de Trypanosoma spp. e outros tripanossomatideos, surgiu, nesta busca, no
fim da lista decrescente em numero de anotagdes, com apenas uma anotacédo que
foi relativa a proteina putativa peptidil-prolil cis-trans isomerase (Q4D932).

Trinta e um termos GO foram resultantes da classificacdo de funcéo
molecular predita para as proteinas identificadas. O termo GO ligacédo a
nucleotideos apresentou a maior porcentagem de anotagdes (19,43%), em seguida
constaram atividade catalitica (14,36%), ligagado a proteinas (11,23%), etc. (Figura
17C).
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Figura 17. Graficos de setores para cada categoria de GO: (A) componente celular, (B)
processo biolégico e (C) fungdo molecular, de acordo com o programa Blast2GO.



90

2. Predicao de atividades enzimaticas

O Blast2GO gerou 263 anotagdes de EC para um total de 225 proteinas
anotadas. A classe das hidrolases (EC 3) € a que apresentou o maior numero de
anotagdes (n = 74), e a classe das transferases (EC 2) foi a segunda mais
representativa (n = 66). Nessa analise, EC 2 apresentou 39 atividades enzimaticas
distintas e, assim, foi o grupo com maior numero de membros nesse quesito (Tabela
6).

As atividades enzimaticas mais abundantes de todos os seis ECs foram:
nucleosideo-trifosfato fosfatase (EC 3.6.1.15) e proteina tirosino-quinase (EC
2.7.10.0), ambas com 11 anotagbes. A reagcao catalisada por membros do EC
3.6.1.15 é a hidrdlise de nucleosideos trifosfatos, produzindo nucleosideos difosfatos
e fosfato inorganico. Nesse grupo, foram enquadradas ATPases, metalopeptidase
dependente de zinco e de ATP, HSP78, HSP100 e também uma subunidade 3 de
ATP sintase putativa (Q4DTX7). Em relagdo a essa ultima anotacdo, € possivel que
a anotagao do gene como um candidato a ATP sintase proveniente do Uniprot esteja
equivocada. Sabe-se que a atividade proteina Tyr-quinase € essencial para a
invasdo da célula hospedeira pelo T. cruzi, pois a inibigdo de Tyr-quinases pelo
inibidor genisteina reduz a infectividade de tripomastigotas metaciclicas e
tripomastigotas derivados de cultura tecidual in vitro. A ativagdo de Tyr-quinases
induz a fosforilagdo de p175 em tripomastigotas, fosforilagdo ndo detectada em
epimastigotas (Favoreto, Dorta e Yoshida, 1998). Surpreendentemente, detectamos
Ser/Thr-quinases putativas (Q4E2L0, Q4DBG2, Q4DDT6, Q4C5P0 e Q4CQES6)
anotadas pelo Blast2GO como Tyr-quinases. Novamente, isso pode ser um erro de

anotagao dos genes.
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Tabela 6. Abundancia de anotagoes e de atividades enzimaticas para cada uma das
seis classes de EC.

Classe de EC Anotagoes® Atividades enzimaticas®

1 - Oxido-redutases 55 33
2 - Transferases 66 39
3 - Hidrolases 74 27

4 - Liases 9 8

5 - Isomerases 16 11

6 - Ligases 43 32
Total 263 150

@ Numero de anotagdes de EC pelo Blast2GO
® Ntimero de Enzyme ID distintos do sistema EC

2.1 Peptidases (EC 3.4) putativas

Com base nos resultados da busca no banco de dados de T. cruzi CL Brener,
25 proteinas identificadas foram atribuidas a subclasse EC 3.4 (Tabela 7).

Na sub-subclasse das aminopeptidases, foram inseridas 6 identificagoes,
incluindo uma LAP (Q4D4Y0). LAPs sao exopeptidases que hidrolisam ligagdes
peptidicas tendo residuos de leucina na por¢cao N-terminal de proteinas ou
substratos peptidicos (Rawlings e Barret, 2004). A partir da montagem do genoma
da cepa CL Brener de T. cruzi, quatro genes foram anotados como aminopeptidases
da familia M17 putativas, sendo dois deles como leucil-aminopeptidases (El-Sayed
et al., 2005). Nosso grupo de pesquisa realizou um trabalho pioneiro sobre uma LAP
de T. cruzi (LAPTc). A enzima nativa foi isolada de formas epimastigotas da cepa
Berenice e a enzima recombinante foi expressa em E. coli. As formas nativa e
recombinante apresentaram caracteristicas de atividade enzimatica distintas. LAPTc
pertence a familia M17 ou familia das leucil-aminopeptidases e é expressa nas
formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi. A forma
recombinante & constituida de um homohexadmero de aproximadamente 330 kDa
(Cadavid-Restrepo et al.,, 2011). Com a caracterizagdo da LAPTc (Q4DZJ3) como
uma auténtica leucil-aminopeptidase, a anotacdo dessa proteina no banco de dados
do Uniprot esta desatualizada, pois ainda consta como aminopeptidase. Uma
dipeptidil-peptidase, que catalisa a hidrolise de dipeptideos N-terminais de uma
cadeia polipeptidica, e uma peptidase T, que hidrolisa tripeptideos, também foram

classificadas na sub-subclasse das aminopeptidases.
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Uma ubiquitina C-terminal hidrolase putativa foi atribuida a sub-suclasse das
Omega-peptidases.

Entre as serino-endopeptidases anotadas, estdo a oligopeptidase B (OPB), a
prolil-oligopeptidase (POP) e uma proteina n&o caracterizada. Com base no
sequenciamento do genoma da cepa CL Brener de T. cruzi, um gene € candidato a
codificar POP, dois genes para OPB e dois genes para OPB-similes (El-Sayed et al.,
2005). Essas enzimas de T. cruzi também vém sendo bastante estudadas pelo
nosso grupo. A oligopeptidase B de T. cruzi (OPBTc) foi originalmente descrita por
Santana et al. (1992). Esta relacionada a geracdo de um agonista que ativa
fosfolipase C da célula hospedeira, o que resulta na formacgao de inositol trifosfato
(IP3) e na consequente liberagdo de Ca?* intracelular. Essa cascata de sinalizagdo
induz a fusdo de lisossomos no sitio de ligagdo do parasito a célula hospedeira
(Rodriguez et al., 1995; Burleigh et al., 1997). Recentemente, nosso grupo
demonstrou que a molécula OPBTc € um dimero estavel, ativo e independente de
ligacdes dissulfeto intermoleculares (Motta et al., 2012). A prolil-oligopeptidase de T.
cruzi (POP Tc80), que também foi descrita pelo nosso grupo de pesquisa, pode
estar envolvida na degradacdo da matriz extracelular, processo necessario para
atingir a célula hospedeira, pois foi demonstrado que essa protease € capaz de
hidrolisar colagenos do tipo | e IV (Santana et al., 1997) e fibronectina (Grellier et al.,
2001). Um outro trabalho do nosso grupo mostrou que inibidores especificos da POP
Tc80 impediram a entrada de tripomastigotas nas células mamiferas, mas nao a
ancoragem a membrana dessas, e também sugeriu um modelo tridimensional da
POP Tc80 (Bastos et al., 2005).

Como metalo-endopeptidases, uma thimet oligopeptidase, uma mitochondrial
processing peptidase (MPP), uma pitrilisina-simile, uma metalopeptidase
dependente de zinco e ATP e uma peptidase putativas foram anotadas.

E, por fim, 10 proteinas do proteassoma putativas receberam a classificagcao
de treonino-endopeptidases. O proteassoma 26S pode ser dividido em dois grupos
funcionais: a por¢ao central catalitica 20S e a porgao regulatéria 19S. A porgédo 20S
é formada por dois anéis (3 internos idénticos, cada um formado por sete diferentes
subunidades [, e dois anéis a externos idénticos, cada um formado por sete
diferentes subunidades a. A porgcao 20S é fechada em cada uma das extremidades
por uma 19S (Kim, Yu e Cheng, 2011). Varias subunidades a e [ putativas da
por¢cao 20S foram anotadas. T. cruzi expressa tanto o proteassoma 26S (descrito
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inicialmente em eucariotos) quanto o complexo HsIVU (descrito originalmente em
eubactérias) (Gonzalez et al., 1996; De Diego et al., 2001; Barboza et al., 2012),
assim como outros tripanossomatideos. Uma subunidade do complexo HsIVU

putativa também foi atribuida a sub-subclasse das treonino-endopeptidases.



94

Tabela 7. Proteinas anotadas para a atividade de peptidase (EC 3.4) distribuidas em
cinco sub-subclasses de EC.

Sub-subclasse de EC Descrigao® Cédigo identificador”
Cytosolic leucyl aminopeptidase Q4D4YO0
Aminopeptidase Q4D5P1
Aminopeptidases Uncharacterized protein Q4D7E5
(EC 3.4.11) Dipeptidyl-peptidase Q4DEA42
Peptidase T Q4DPl6
Aminopeptidase Q4E686

Omega-peptidases Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase Q4E680

(EC 3.4.19)
Oligopeptidase B Q4CW30
Serino-endopeptidases  Uncharacterized protein Q4DQZ3
(EC 3.4.21) Prolyl oligopeptidase Q4E132
Thimet oligopeptidase Q4D7D2
Peptidase Q4DFP8
Metalo-endopeptidases  ATP-dependent zinc metallopeptidase  Q4DJU4
(EC 3.4.24) Mitochondrial processing peptidase Q4DPR3
Pitrilysin-like metalloprotease Q4DU56
Proteasome alpha 2 subunit Q4CKY8
Proteasome alpha 7 subunit Q4CTUG6
Proteasome subunit alpha type Q4D144
Proteasome subunit beta type Q4D6T6
Hslvu complex proteolytic subunit-like Q4D729
Proteasome subunit alpha type Q4DAWO
Treonino-endopeptidases Proteasome beta 3 subunit Q4DHA9
(EC 3.4.25) Proteasome subunit beta type Q4DND1
Proteasome subunit alpha type Q4DWX8
Proteasome subunit beta type Q4EOL9

@Descrigao da proteina anotada proveniente do Uniprot
® Ntimero de acesso do Uniprot
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2.2. Predicao de enzimas envolvidas em vias metabdlicas

Anotagcbes de KEGG pathways - Blast2GO geraram uma lista de 69 vias
metabdlicas, das quais as dez mais numerosas em relagdo a anotagdes por via
estdo destacadas na Tabela 8. Metabolismo de purinas foi a via mais representativa
com 36 anotagdes, assim como para a busca no banco de dados de Trypanosoma e
outros tripanossomatideos, resultado concorde com o fato de que formas
epimastigotas sdo replicativas. Depois surgiu ciclo do acido citrico com 23
anotacgoes.

A via metabdlica com a maior quantidade de atividades enzimaticas foi
biossintese de aminoacil-tRNA com 14 atividades enzimaticas distintas (todas de
ligase, poréem EC diferentes), seguida por metabolismo de purinas e ciclo do acido
citrico, ambas com 13. Entre as dez vias metabdlicas mais representativas, também
estdo vias relacionadas ao metabolismo energético, como ciclo do acido citrico,
glicolise/gliconeogénese, fosforilagdo oxidativa, em conformidade com os altos
requerimentos energéticos desse estagio proliferativo do parasito. As atividades
enzimaticas e o0s numeros de acesso das cinco vias metabdlicas mais

representativas em numero de proteinas anotadas estao especificados na Tabela 9.

Tabela 8. As dez vias metabdlicas mais abundantes em niumero de anotagdes e os
respectivos numeros de atividades enzimaticas.

Via metabélica® Anotacdes® Atividades enzimaticas®
Metabolismo de purinas 36 13
Ciclo do acido citrico 23 13
Biossintese de aminoacil-tRNA 17 14
Metabolismo de piruvato 16 10
Glicolise/Gliconeogénese 14 12
Metabolismo de arginina e prolina 12 10
Metabolismo de butanoato 11 5
Fosforilacdo oxidativa 11 5
Metabolismo de tiaminas 11 1
Metabolismo de alanina, aspartato e glutamato 10 9

@Sugerida por KEGG pathways - Blast2GO

®Ntimero de anotagdes (pode haver uma proteina anotada mais de uma vez na mesma via
metabdlica)

°Numero de Enzyme ID distintos do sistema EC
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2.2.1. Metabolismo de purinas

Recapitulando a via de recuperagcdo das purinas na Figura 18, uma das
primeiras reagdes consiste na transformacao direta de adenina e PRPP em AMP e
pirofosfato catalisada pela adenina fosforribosil transferase (APRT). Duas APRTs
putativas (Q4DNZ3 e Q4DNZ4) foram identificadas. Assim como pela busca no
banco de dados de Trypanosoma spp. e outros tripanossomatideos, uma PRPP
sintetase putativa (Q4DIR4) que produz PRPP a partir de ribose-5-fosfato foi
identificada.

Algumas enzimas de interconversao de nucleotideos foram identificadas: uma
adenilsuccinato sintetase putativa (Q4CWX1) que catalisa a conversdo de IMP em
adenilsuccinato na presenga de aspartato e GTP; uma guanina desaminase putativa
(Q4D711) que converte guanina em xantina; uma GMP sintetase putativa (Q4E1D4)
qgue esta envolvida na conversao de xantina monofosfato em GMP. A caracterizacao
bioquimica da adenilsuccinato sintetase de T. cruzi foi publicada junto com a da
adenilsuccinato liase (Spector, Berens e Marr, 1982).

Geralmente os nucleotideos s&o utilizados nas reagcbes de biossintese na
forma de nucleosideos trifosfato. Na presenca de ATP, a adenosina quinase catalisa
a conversao de adenosina em AMP e, no presente estudo, uma adenosina quinase
putativa (Q4CVK9) foi identificada. Kidder (1982) detectou atividade de adenosina
quinase em T. cruzi e e desde entdo nenhum outro trabalho especificamente sobre
tal enzima desse parasito foi publicado. A fosforilagdo de AMP em ADP é realizada
pela adenilato quinase com gasto de ATP e duas candidatas a essa enzima
(Q4D6Z4 e Q4D818) foram atribuidas a via de metabolismo de purinas com
atividade de quinase. T. cruzi apresenta sete isoformas putativas de adenilato
quinases, das quais uma foi citolocalizada em organelas peroxissomos-simile
denominadas glicossomos também presentes em outros cinetoplastideos estudados
e, outra, no nucleo (Bouvier et al., 2006; Milagros Camara Mde et al., 2012; Camara
Mde et al., 2013). O ADP produzido pelas adenilato quinases é entao fosforilado a
ATP pelas enzimas glicoliticas ou por meio da fosforilagdo oxidativa.

Foram identificadas duas DNA polimerases | mitocondriais putativas (Q4D527
e Q4DSW?2) pertencentes a familia A de DNA polimerases e duas RNA polimerases
dirigidas a DNA putativas (Q4CRQ2 e Q4DDX5).

Pela outra busca, adenilato ciclases putativas haviam sido identificadas. Uma
vez que as adenilato ciclases formam cAMP, as fosfodiesterases cAMP-especificas
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regulam os niveis intracelulares desse mensageiro secundario. De forma geral, os
cinetoplastideos, incluindo o T. cruzi, codificam quatro familias de fosfodiesterases
denominadas TcrPDEA, B, C e D, das quais trés ja foram bem estudadas (Kunz et
al.,, 2006). Em relagcdo ao uso exclusivo de cAMP como substrato, quatro
fosfodiesterases de T. cruzi foram descritas: TcrPDEA1 mostrou-se resistente aos
inibidores classicos de fosfodiesterases (Alonso et al., 2007), TcrPDEB1 (Diaz-
Benjumea et al., 2006) e TcrPDEB2 (D'angelo et al., 2004) e TcrPDEC2 (Alonso et
al., 2006) foram caracterizadas bioquimicamente, das quais TcrPDEB2 foi associada
fortemente ao flagelo e, TcrPDEC2, a fragdo de membranas. Recentemente, a
associagao entre TcrPDEC2 e o complexo do vacuolo contratil em epimastigotas foi
descrita, sugerindo um papel dessa enzima no processo de osmorregulagao
(Schoijet et al., 2011). Nesse contexto, uma fosfodiesterase cAMP-especifica
putativa (Q4EQY®6) foi identificada na cepa G de T. cruzi.

Diversas proteinas putativas foram classificadas como fosfatases na via de
metabolismo de purinas: seis cadeias pesadas de dineina (Q4CQ22, Q4DX41,
Q4CPG2, Q4CTR4, Q4CPP9 e Q4CX46); uma subunidade de ATPase do
proteassoma (Q4DWO08); um transportador ABC (Q4DWA3); uma AAA ATPase
(Q4DWKO0); uma ATPase que se funde a vesiculas (Q4D5R2); uma metalo-
peptidase dependente de zinco e de ATP (Q4DJU4) ja citada no topico 2.1 desta
busca; uma katanina (Q4DLN7); duas HSP100 (Q4CLP1, Q4CNMS5); duas HSP78
(Q4CRWO, Q4DTH5); uma ATPase de reticulo endoplasmatico transitoria
(Q4DWBS); uma subunidade 3 de ATP sintase (Q4DTX7).
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Figura 18. Diagrama da via de recuperagao/salvagdo das purinas predita em
Trypanosoma spp., com base nas enzimas descritas para Leishmania spp. As enzimas
marcadas em vermelho correspondem as proteinas identificadas na cepa G de T. cruzi pela
busca 2. Modificado de Boitz et al. (2013). AMP: adenilato, AMPS: adenilsuccinato, GMP:
guanilato, IMP: inosinato, XMP: xantinilato.

2.2.2. Ciclo do acido citrico

Nos organismos aerobicos, o ciclo do acido citrico, também chamado de ciclo
dos acidos tricarboxilicos ou ciclo de Krebs, € uma via anfibdlica, ou seja, participa
de processos catabdlicos e anabdlicos, e ocorre na matriz mitocondrial. Além de
servir ao catabolismo oxidativo de carboidratos, acidos graxos e aminoacidos, essa
via metabdlica também produz precursores para muitas outras vias de biossintese.

Vinte proteinas que podem participar da etapa inicial de conversdo de
piruvato em acetil-CoA e do ciclo do acido citrico foram identificadas (Figura 19). Em
relagdo a descarboxilagdo oxidativa do piruvato formado na via glicolitica a acetil-
CoA, a totalidade do complexo da piruvato desidrogenase descrito foi identificada:
subunidade E1 da piruvato desidrogenase (Q4DB91), diidrolipoil desidrogenase
(Q4DD33) e diidrolipoil transacetilases (Q4DY15 e Q4DZT8) putativas. Quanto as
identificagbes atribuidas ao ciclo do acido citrico estdo: uma aconitase putativa
(Q4E5G5), uma isocitrato desidrogenase dependente de NADP™ (Q4E4L7), quatro
subunidades putativas do complexo da 2-oxoglutarato desidrogenase (Q4CTES,
Q4CYI3, Q4DKY2 e Q4D1R9), uma subunidade a da succinil-CoA sintetase putativa
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(Q4E216), uma flavoproteina succinato desidrogenase putativa (Q4D4X1), cinco
malato desidrogenases putativas (Q4DDK8 (glicossomal), Q4DXL5, Q4CTR7,
Q4DRD8 (glicossomal) e Q4D123), trés fumarato redutases dependentes de NADH
putativas (Q4CMUS8, Q4CYX1 e Q4D779).

A partir de busca no GeneDB (http://www.genedb.org), dois genes de T. cruzi
foram anotados como isocitrato desidrogenases (IDH). A isocitrato desidrogenase
supracitada (Q4E4L7) corresponde a Tc_IDH2, que esta principalmente localizada
no citosol, enquanto Tc_IDH1 (Q4DG65) foi descrita como uma enzima mitocondrial,
em formas epimastigotas (Leroux, Maugeri, Cazzulo, et al., 2011). O fato de ter sido
descrita uma isocitrato desidrogenase citoplasmatica em T. cruzi poderia representar
uma evidéncia de que o ciclo do acido citrico tem duas ramificagdes principais, uma
relacionada a condensacgéo de oxaloacetato e acetil-CoA pelo complexo da piruvato
desidrogenase produzindo citrato, e a segunda associada a conversdo de 2-
oxoglutarato em succinato provavelmente resultante da oxidacdo de aminoacidos
(setas grossas na Figura 19), como ja descrito para T. brucei (Van Weelden et al.,
2005). Assim, o citrato produzido na mitocondria pode ser substrato para a IDH
mitocondrial e a IDH citosdlica.

Além dessas, constatamos uma fosfoenolpiruvato carboxiquinase putativa
(Q4DB81). Nos (glicossomos, a reacdo catalisada pela fosfoenolpiruvato
carboxiquinase converte fosfoenolpiruvato, CO, e ADP em oxaloacetato e ATP.
Depois a malato desidrogenase glicossomal (putativas: Q4DDK8 e Q4DRD8) produz
malato a partir de oxalacetato que é reposto no ciclo do acido citrico quando esta em

baixa concentragdo (Cannata e Cazzulo, 1984; Cazzulo, 1992).
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Figura 19. Representacdo esquematica da possivel organizagao do ciclo do acido
citrico em T. cruzi. As principais reagbes estdo representadas por setas grossas. Os
numeros das enzimas circulados em vermelho correspondem as proteinas identificadas na
cepa G de T. cruzi. Modificado de Leroux et al. (2011).

1: citrato sintase, 2: aconitase, 3: isocitrato desidrogenase dependente de NAD" (ausente em
tripanossomas), 4: 2-oxoglutarato desidrogenase, 5: succinil-CoA sintetase, 6: succinato
desidrogenase, 7: fumarato redutase dependente de NADH mitocondrial, 8: fumarato
hidratase mitocondrial, 9: malato desidrogenase mitocondrial, 10: complexo da piruvato
desidrogenase, 11: isocitrato desidrogenase dependente de NADP® mitocondrial, 12:
isocitrato desidrogenase dependente de NADP™ citosolica.

2.2.3. Biossintese de aminoacil-tRNA

Aminoacil-tRNA sintetases promovem a ligagdo entre um aminoacido
especifico e o tRNA correspondente, etapa inicial da sintese protéica. Essa ligagao &
processada em duas reacdes catalisadas no mesmo sitio ativo: na primeira, o
aminoacido € adenilado na presenca de ATP produzindo pirofosfato e aminoacil-
AMP que se liga a enzima; na segunda, o grupo aminoacil é transferido do
aminoacil-AMP para o tRNA especifico dele. Uma grande diversidade de aminoacil-
tRNA sintetases putativas foi identificada e ilustrada na Figura 20: triptofanil-
(Q4CTS7), treonil- (Q4DPRO e Q4D9G6), leucil- (Q4CTRO), prolil- (Q4DLKS5),
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isoleucil- (Q4D2F2), alanil- (Q4D747), valil- (Q4DQQY7), metionil- (Q4D6H2), glicil-
(Q4D449), cisteinil- (Q4CQ34), glutaminil- (Q4E0YO0), arginil- (Q4E397), fenilalanil-
(Q4CXE3) e asparaginil- (Q4E595) tRNA sintetases. As estruturas cristalograficas
das histidil-tRNA sintetases de T. brucei e T. cruzi ja foram determinadas (Merritt et
al., 2010).
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Figura 20. Representagcdao esquematica da via de biossintese de aminoacil-tRNA
gerada pelo programa Blast2GO. Os retangulos em destaque indicam as proteinas
identificadas na cepa G de T. cruzi.
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2.2.4. Metabolismo de piruvato

A Figura 21 representa a via de metabolismo do piruvato com as proteinas
identificadas. As cinco malato desidrogenases putativas (Q4DDK8 (glicossomal),
Q4DXL5, Q4CTR7, Q4DRD8 (glicossomal) e Q4D123) e as proteinas putativas
piruvato desidrogenase (Q4DB91), diidrolipoil desidrogenase (Q4DD33) e diidrolipoil
transacetilases (Q4DY15 e Q4DZT8) possivelmente envolvidas na descarboxilagéo
oxidativa do piruvato a acetil-CoA citadas no topico do ciclo do acido citrico também
foram anotadas na via de metabolismo de piruvato.

No genoma de T. cruzi, existem quatro ORF que possivelmente codificam
enzimas malicas, responsaveis pela conversdao de malato em piruvato e fortes
candidatas a contribuirem para a producdo de NADPH. Como previamente
publicado, muito provavelmente as duas enzimas malicas identificadas (Q4DV36 e
Q4DJ68) sao produtos de copias de genes alelos localizados em cromossomos
homologos devido ao grau de identidade de 97%. Foi mostrado que a enzima malica
TcME2 (Q4DV36) que é especifica para NADP* localiza-se no citosol do parasito e &
expressa em epimastigotas, tripomastigotas, amastigotas e tripomastigotas
metaciclicas, sendo mais abundante nesse ultimo estagio de vida (Leroux, Maugeri,
Opperdoes, et al., 2011).

Nos também identificamos uma piruvato fosfato diquinase (Q4E0QO0). A
piruvato fosfato diquinase catalisa a reagao reversivel de conversédo de piruvato em
fosfoenolpiruvato. Foi sugerido que a termodinédmica dessa enzima de T. cruzi é na
verdade muito similar a de uma pirofosfatase, produzindo piruvato a partir de
fosfoenolpiruvato. Em epimastigotas, localiza-se na matriz glicossomal e essa
enzima seria um elo essencial entre a glicdlise, a B-oxidagdo de acidos graxos e
muitas vias biossintéticas produtoras de pirofosfato. Uma vez que nenhuma
pirofosfatase foi identificada na fracdo glicossomal, a piruvato fosfato diquinase seria
encarregada da hidrolise de pirofosfato que é toxico a altas concentragdes (Acosta
et al., 2004).

Uma fosfoenolpiruvato carboxiquinase putativa (Q4DB81) ja citada, uma
hidroxiacilglutationa hidrolase putativa (Q4EOKO), uma acetil-CoA sintetase
(Q4DYN2) e uma acetil-CoA carboxilase putativa (Q4CL50) também estdo presentes

nesta via.
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Figura 21. Esquema representativo da via de metabolismo de piruvato gerado pelo
programa Blast2GO. Os retdngulos em destaque indicam as proteinas identificadas na
cepa G de T. cruzi.

2.2.5. Glicdlise/gliconeogénese

E importante ressaltar que insetos hematéfagos obtém energia de L-prolina
e/ou L-glutamina, aminoacidos exuberantes na hemolinfa e nos fluidos teciduais.
Consequentemente, estagios de vida de T. cruzi no triatomineo como epimastigotas
utilizam aminoacidos como fonte de energia, como L-prolina, L-histidina e D-prolina,
enquanto tripomastigotas circulantes usam glicose que € abundante nos fluidos do
hospedeiro vertebrado. Porém em meio rico em glicose e aminoacidos, essa hexose
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é utilizada preferencialmente por epimastigotas (revisado por Bringaud, Riviere e
Coustou (2006). No meio LIT para cultura de epimastigotas, havia 0,2% de glicose e,
portanto, a presencga da via de glicolise entre as mais representativas esta de acordo
com a disponibilidade da fonte preferencial de energia no meio de cultura.

A glicdlise em T. cruzi é distinta de outros eucariotos devido a ocorréncia de
taxas similares do consumo de glicose tanto em anaerobiose quanto em condigdes
aerobicas. Isso é caracteristico de um metabolismo do tipo fermentativo e, assim, foi
proposto que esse parasito realiza fermentacdo aerdbica. Ndo ocorre o efeito
Pasteur que significa a transicdo da anaerobiose para a aerobiose acompanhada por
uma rapida diminuicdo na taxa de utilizagdo de glicose, ou seja, a inibigdo do fluxo
glicolitico na presenga do oxigénio (revisado por Cazzulo (1992)).

Em relagdo ao metabolismo de glicose, a Figura 22 ilustra as proteinas
identificadas. Como sete reagdes da via glicolitica sdo livremente reversiveis e as
enzimas envolvidas atuam também na gliconeogénese, talvez por isso o Blast2GO
categorize essas duas vias metabdlicas em uma so, via glicélise/gliconeogénese.

As seis primeiras reagbes enzimaticas da glicolise em T. cruzi sao
compartimentalizadas nos glicossomos e as quatro ultimas reagbes ocorrem no
citosol. Em formas tripomastigotas sanguineas de T. brucei, a sétima reagédo da
glicdlise ocorre nos glicossomos (revisado por Cazzulo (1992) e Hannaert et al.
(2003)).

A primeira reagéo, que envolve a fosforilagao de glicose produzindo glicose-6-
fosfato, é catalisada pela hexoquinase e nds identificamos uma hexoquinase
putativa (Q4DQ27). Foi identificada uma candidata a participar da segunda reagéo,
uma glicose-6-fosfato isomerase ou fosfoexose isomerase putativa (Q4E2M9).

Outras quatro proteinas identificadas possivelmente relacionadas a essa via
pertencem a trés reacdes reversiveis que sao subsequentes. A quarta enzima, a
frutose-bifosfato aldolase (putativa: Q4D4R9), catalisa a reagdo que produz
diidroxiacetona fosfato e gliceraldeido-3-fosfato a partir de frutose-1,6-bifosfato. A
diidroxiacetona fosfato € rapidamente convertida em gliceraldeido-3-fosfato pela
quinta enzima da via glicolitica, a triose fosfato isomerase (putativa: Q4DV43). Por
sua vez, gliceraldeido-3-fosfato e fosfato inorganico s&o transformados em 1,3-
bifosfoglicerato pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (putativas: Q4DCN9 e
Q4DZT1).

Uma enolase putativa (Q4DZ98) foi atribuida pelo Blast2GO a via
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glicolise/gliconeogénese. Na glicdlise, a enolase é responsavel pela desidratagéo de
2-fosfoglicerato em fosfoenolpiruvato (nona reagdo da via) e, na gliconeogénese,
pela reacdo inversa. Em um dos trabalhos de proteomas totais de T. cruzi, foi
demonstrado que a expressao da enolase 2 foi mais alta em formas tripomastigotas
e amastigotas comparadas a epimastigotas da cepa Berenice (Paba, Santana, et al.,
2004).

Uma fosfomanomutase putativa (Q4E4A3) foi identificada e, na Figura 22,
estd associada a reagdo inversa a terceira reacdo da (glicolise que é
irreversivelmente catalisada pela fosfofrutoquinase-1, ou seja, trata-se de uma
reacao da gliconeogénese.

Por causa da interligacdo de vias metabdlicas por seus produtos
intermediarios, as proteinas putativas candidatas a membros do complexo da
piruvato desidrogenase (Q4DB91, Q4DD33, Q4DYI15 e Q4DZT8), uma acetil-CoA
sintetase (Q4DYNZ2) e uma fosfoenolpiruvato carboxiquinase (Q4DB81) putativas
foram enquadradas na glicélise/gliconeogénese.
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2.2.6. Metabolismo de histidina e prolina

Como citado no topico anterior, epimastigotas utilizam aminoacidos como
fonte de energia, como L-prolina, L-histidina e D-prolina. Devido a importancia
dessas vias metabodlicas em epimastigotas, objeto deste estudo, foi criado esse
topico além das cinco vias metabdlicas mais representativas em numero de
atividades enzimaticas relacionadas a esta busca.

Diferentemente de T. brucei e L. major, T. cruzi codifica enzimas
responsaveis pela conversado de histidina em glutamato. Assim como para a cepa
Brazil, foram identificadas, em epimastigotas da cepa G, uma histidina amdnia-liase
(Q4E133) e uma urocanato hidratase (Q4D9S6). Essa ultima foi predita pelo SignalP
ser secretada por via classica que sera abordada no topico seguinte (Tabela
suplementar 3).

A L-prolina é o constituinte predominante da hemolinfa e dos fluidos teciduais
do vetor e tem se tornado evidente que esse aminoacido serve como uma fonte de
carbono chave para formas de tripanossomatideos presentes no triatomineo
(revisado por Bringaud, Barrett e Zilberstein (2012)). Relacionadas ao metabolismo
de prolina, uma pirrolina-5-carboxilato redutase putativa (Q4DH60) e a isoforma 2 da
prolina racemase (Q4DA80-2) foram detectadas. Apenas duas espécies possuem
prolina racemases descritas, Clostridium sticklandii (Cardinale e Abeles, 1968;
Rudnick e Abeles, 1975) e T. cruzi. O gene TcPRACA codifica duas isoformas de
prolina racemase, que catalisa a interconversdo dos enantidmeros L-prolina e D-
prolina: a isoforma 2 de epimastigotas da cepa CL Brener apresenta uma marcagao
citoplasmatica, enquanto que a isoforma 1 € secretada por formas tripomastigotas
metaciclicas (Reina-San-Martin et al., 2000). A isoforma 2 é resultante de um
mecanismo de trans-splicing alternativo, perdendo o sinal para secre¢ao (Chamond
et al., 2005). De modo a reforgar esse resultado, a isoforma 2 da prolina racemase
identificada foi atribuida a predicdo por via secretdria n&o classica (Tabela
suplementar 4).
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Tabela 9. Relagdao entre as vias metabodlicas mais representativas em numero de

anotagoes e as respectivas atividades enzimaticas.

(continua)

Via metabélica®

Atividade enzimatica®

Cadigo identificador®

1) Metabolismo de

purinas

2) Ciclo do acido

citrico

3) Biossintese de

aminoacil-tRNA

Fosforribosiltransferase (EC 2.4.2.7)

Quinase (EC 2.7.1.20)

Quinase (EC 2.7.4.3)

Quinase (EC 2.7.4.6)
Difosfoquinase (EC 2.7.6.1)
RNA polimerase (EC 2.7.7.6)
DNA polimerase (EC 2.7.7.7)
Fosfodiesterase (EC 3.1.4.17)
Desaminase (EC 3.5.4.3)

Adenil pirofosfatase (EC 3.6.1.3)

Fosfatase (EC 3.6.1.15)

Sintetase (EC 6.3.4.4)
Sintetase (EC 6.3.5.2)

Desidrogenase (EC 1.1.1.37)

Desidrogenase (EC 1.1.1.42)
Desidrogenase (EC 1.2.4.1)
Desidrogenase (EC 1.2.4.2)
Desidrogenase (EC 1.3.99.1)
Desidrogenase (EC 1.8.1.4)
Acetiltransferase (EC 2.3.1.12)
Succinil transferase (EC 2.3.1.61)
Citrato sintetase (EC 2.3.3.8)
Carboxiquinase (EC 4.1.1.49)
Hidratase (EC 4.2.1.3)

Ligase (EC 6.2.1.4)

Ligase (EC 6.2.1.5)

Ligase (EC 6.1.1.2)
Ligase (EC 6.1.1.3)

Q4DNZ3, Q4DNz4

Q4CVK9

Q4D674, Q4D818

Q4DBS8

Q4DIR4

Q4CRQ2, Q4DDX5

Q4D527, Q4DSW2

Q4DJT7, Q4E0Y6

Q4D711

Q4CQ22, Q4DX41, Q4CY33, Q4CPG2,
Q4CTR4, Q4DWO08, Q4CPP9, Q4CX46,
Q4DWA3

Q4DWKO, Q4D5R2, Q4DJU4, Q4DLN7,
Q4DSHS8, Q4CLP1, Q4CRWO0, Q4DTH5,
Q4CNMS5, Q4DWBS, Q4DTX7
Q4CWX1

Q4E1D4

Q4DDK8, Q4DXL5, Q4CTR7, Q4DRDS,
Q4D123

Q4E4L7

Q4DB91

Q4CTES8, Q4CYI3, Q4DKY2

Q4D4X1, Q4CMU8, Q4CYX1, Q4D779
Q4DD33

Q4DYI5, Q4DZT8

Q4D1R9

Q4E216°

Q4DB81

Q4E5G5

Q4E216°

Q4E216°

Q4CTS7
Q4DPRO, Q4D9G6
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Tabela 9. Relacao entre as vias metabodlicas mais representativas em numero de
anotagoes e as respectivas atividades enzimaticas. (conclusao)

Via metabélica® Atividade enzimatica” Cadigo identificador®

4) Metabolismo de

piruvato Fosfato diquinase (EC 2.7.9.1) Q4E0QO0
Hidrolase (EC 3.1.2.6) Q4EO0KO
Carboxiquinase (EC 4.1.1.49) Q4DB81
Ligase (EC 6.2.1.1) Q4DYN2
Carboxilase (EC 6.4.1.2) Q4CL50
Desidrogenase (EC 1.2.1.12) Q4DCNS9, Q4DZT1
Desidrogenase (EC 1.2.4.1) Q4DB91
Desidrogenase (EC 1.8.1.4) Q4DD33
Acetiltransferase (EC 2.3.1.12) Q4DYI15, Q4DZT8
Hexoquinase e (EC 2.7.1.1) Q4DQ27
5) Glicolise/ Hexose difosfatase (EC 3.1.3.11) Q4E4A3
gliconeogénese  Carboxiquinase (EC 4.1.1.49) Q4DB81
Aldolase (EC 4.1.2.13) Q4D4R9
Hidratase (EC 4.2.1.11) Q4DZ98
Isomerase (EC 5.3.1.1) Q4DV43
Isomerase (EC 5.3.1.9) Q4E2M9
Ligase (EC 6.2.1.1) Q4DYN2

Desidrogenase (EC 1.1.1.37)

Q4D123
Desidrogenase (EC 1.1.1.38) Q4DV36, Q4DJ68
Desidrogenase (EC 1.2.4.1) Q4DB91
Desidrogenase (EC 1.8.1.4) Q4DD33

Acetiltransferase (EC 2.3.1.12)

Ligase (EC 6.1.1.4) Q4CTRO
Ligase (EC 6.1.1.5) Q4DLK5°, Q4D2F2
Ligase (EC 6.1.1.7) Q4DLK5°, Q4D747
Ligase (EC 6.1.1.9) Q4DQQ7
3) Biossintese de  Ligase (EC 6.1.1.10) Q4D6H2
aminoacil-tRNA  Ligase (EC 6.1.1.14) Q4D449
(continuag&o) Ligase (EC 6.1.1.15) Q4DLK5°
Ligase (EC 6.1.1.16) Q4CQ34
Ligase (EC 6.1.1.18) Q4EOQ0YO0
Ligase (EC 6.1.1.19) Q4E397
Ligase (EC 6.1.1.20) Q4CXE3
Ligase (EC 6.1.1.22) Q4E595

Q4DDKS8, Q4DXL5, Q4CTR7, Q4DRDS,

Q4DYI15, Q4DZT8

% Via metabdlica sugerida por KEGG - Blast2GO

® Enzyme ID do sistema EC anotado na via metabdlica

° Numero de acesso do Uniprot

¢ |dentificagdes anotadas com trés Enzyme ID na mesma via metabdlica
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3. Predicao de proteinas secretadas

Das 953 proteinas identificadas que compreendem proteinas putativas e nao
caracterizadas, o SignalP anotou, 87 proteinas (9,13%) e o SecretomeP, 477
proteinas (50,05%) (Figura 23). Novamente, as proteinas de cada uma das vias séao
mutuamente exclusivas. As proteinas preditas a serem secretadas por via nao
classica prevaleceram em relagao as preditas a serem secretadas por via classica,
assim como pela busca no banco de dados de Trypanosoma spp. e outros
tripanossomatideos, embora ndo se possa excluir que o algoritmo do SignalP é
incapaz de identificar todas as sequéncias sinais de T. cruzi. Essa predominancia de
proteinas secretadas por via nao classica também foi encontrada a partir de
proteinas excretadas/secretadas de trés fragées de epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicas da cepa Dm28c analisadas conjuntamente: ectossomos que brotam
diretamente da membrana plasmatica, exossomos resultantes da fusdo exocitica de
corpos multivesiculares supostamente com a bolsa flagelar e proteinas soluveis que

nao foram associadas com vesiculas (Bayer-Santos et al., 2013).
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Figura 23. Predicdao de proteinas secretadas pelas vias classica (SignalP) e nao
classica (SecretomeP) e ndo anotadas como secretadas (nenhum).

Trinta e oito grupos de proteinas putativas, de acordo com a descrigdo do
Uniprot, poderiam ser secretados por via classica de acordo com o SignalP, dos
quais os mais representativos foram: proteina RHS (5 membros) e DGF-1 (3
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membros) (Tabela suplementar 3). Para secrecdo por via nado classica pelo
SecretomeP, 215 grupos de proteinas putativas foram preditos e os mais numerosos
foram: 60S ribosomal protein (17 membros) e 40S ribosomal protein (12 membros)
(Tabela suplementar 4). 17 tipos de proteinas foram atribuidos a ambas as vias de
secregdo. A secrecao de proteinas ribossomais poderia estar envolvida no
carreamento de mRNA para fora do parasito. O trafego de mMRNAs e microRNAs
para o meio extracelular por meio de exossomos foi demonstrado em células
mamiferas por Valadi et al. (2007) e muitos desses mMRNAs ndo foram detectados
no citosol da célula doadora. mMRNAs exossomais foram transferidos e traduzidos
apd6s a entrada nas células receptoras. Hipoteticamente, proteinas ribossomais
carreariam mRNAs e seriam secretadas por vesiculas pelo parasito.

3.1. Predicao de proteinas integrais de membrana

Para investigar as possiveis proteinas localizadas na superficie celular, o
programa TMHMM fez a predicdo de 119 proteinas identificadas (12,49%) com
dominios transmembranicos, variando de 1 a 20 hélices transmembranicas por
identificag&o.

Na interseccdo entre proteinas preditas com dominios transmembréanicos e
secretadas por via classica e na interseccao entre proteinas preditas com dominios
transmembranicos e secretadas por via nao classica, estdo 23 e 83 proteinas,
respectivamente. Logo, 69,75% das proteinas integrais de membrana preditas
seriam, teoricamente, secretadas por via ndo classica e, apenas 19,33%, por via

classica (Figura 24).



113

TMHMM SignalP

oV

SecretomeP

Figura 24. Diagrama de Venn correlacionado as proteinas com preditas hélices
transmembranicas (TMHMM) e as preditas a serem secretadas pelas vias classica
(SignalP) e nado-classica (SecretomeP).
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lll. Busca 3: banco de dados das cepas CL

Brener e Sylvio X10/1 de T. cruzi
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Nesta terceira busca, decidiu-se utilizar o banco de dados contendo 30.158
sequéncias relativas as cepas CL Brener (19.242 sequéncias) e Sylvio X10/1
(10.805 sequéncias) que ja tiveram os genomas sequenciados. Ao contrario das
buscas 1 e 2, foi utilizado o programa PEAKS para a identificagcado de proteinas e, no
banco de dados, foram incluidas sequéncias de proteinas contaminantes como
queratinas, albuminas e tripsinas. Estipulando FDR = 0,1%, a busca resultou em
2.947 proteinas identificadas com 2 ou mais peptideos, das quais 1.091 proteinas
anotadas como nao caracterizadas no banco de dados foram detectadas. Essa foi a
maior quantidade de proteinas identificadas entre as trés buscas e, principalmente,
entre todos os proteomas de T. cruzi publicados até o momento independentemente
da forma de vida. Portanto, considerando a busca 3, este proteoma de formas
epimastigotas da cepa G é o mais abrangente de T. cruzi ja realizado. Este cenario
demonstra também que a completude e a qualidade do banco de busca sao
fundamentais para identificarem-se proteinas no contexto dessa metodologia.

Apenas 21 proteinas identificadas na busca 1 foram comuns as outras
buscas, lembrando que somente 22,67% das identificacbes pela busca 1 foram
provenientes de T. cruzi, unico organismo considerado nas buscas 2 e 3. Os bancos
de dados das buscas 2 e 3 que apresentavam em comum sequéncias proteicas da
cepa CL Brener no banco de dados compartilharam 474 identificacdes, metade do
total de proteinas identificadas pela busca 2. Uma quantidade de 2.460 proteinas

foram exclusivas da busca 3 (Figura 25).
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Figura 25. Diagrama de Venn correlacionado as proteinas identificadas nas trés
buscas realizadas. Busca 1: banco de dados de Trypanosoma spp. e outros
tripanossomatideos, busca 2: banco de dados de CL Brener e busca 3: banco de dados de
CL Brener e Sylvio X10/1.

Quinze por cento das identificagdes decorreram de 2 peptideos, 13,51% de 3
peptideos e 11,16% de 4 peptideos. O maior percentual de peptideos por
identificacdo 30,20% foi obtido com 10 ou mais peptideos, percentual muito superior
aos daqueles das outras duas buscas descritas anteriormente (Figura 26). Isso é
muito satisfatorio, pois significa que a cobertura das proteinas identificadas pelos
peptideos foi maior nesta busca, fornecendo identificagdes com maior acuidade. A
proteina piruvato fosfato diquinase (Q4E0QO, também presente na busca 2) foi
identificada a partir de 111 peptideos, quantidade bastante superior as identificacbes
que advieram do maior numero de peptideos das buscas 1 e 2 (31 e 43 peptideos,
respectivamente). Os nomes de entrada dessa busca terminam em _TRYCC (CL
Brener) ou em _TRYCR (Sylvio X10/1), mas a seguir serdo apresentadas como

numeros de acesso (forma simplificada).
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Figura 26. Relagdo entre o numero de peptideos por identificagao e a porcentagem de
identificagoes obtidas por meio de busca no banco de dados de T. cruzi CL Brener e
Sylvio X10/1.

1. Classificacao de Gene Ontology (GO)

O Blast2GO originou 6.317 anotagdes relativas a 1.785 proteinas distintas
identificadas (60,57%), porcentagem similar aquela da busca 2 (69,78%).

Em relagdo a categoria componente celular, 28 termos GO foram assinados.
O termo GO citoplasma englobou a maior porcentagem de anotagdes (16,03%),
seguido por complexo proteico (15,71%), celular (12,18%), intracelular (9,90%), etc.
(Figura 27A). Esses quatro termos GO de componente celular também foram os
mais representativos das outras buscas.

Para processo bioldgico, 42 termos GO foram usados para anotar proteinas
identificadas, dos quais os mais abundantes foram: processo metabdlico (12,03%),
processo catabolico (9,77%), tradugéo (8,66%), etc. (Figura 27B). Para todas as trés
buscas, os termos processo metabdlico e processo metabdlico contendo nucleobase
foram enquadrados entre dos cinco termos mais bem representados.

A quantidade de 33 termos GO foram gerados na categoria fungdo molecular.
Com a maior porcentagem de anotagdes constou ligacdo a nucleotideos (17,41%),
depois figuraram atividade catalitica (13,45%), ligac&o a proteinas (12,23%), ligagao
(11,30%), etc., como visto na Figura 27C. Os cinco termos GO de fungdo molecular

mais representativos nesta busca também o foram nas buscas 1 e 2.
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16.03% cytoplasm
15.71% protein complex
12.18% cell

9.90% intracellular
9.74% ribosome

6.68% nucleus

5.34% cytoskeleton
4.32% mitochondrion
3.30% cytosol

2.20% Golgi apparatus
1.89% chromosome
1.57% peroxisome
1.49% plasma membrane
9.66% others
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12.03% metabolic process

9.77% catabolic process

8.66% translation

8.40% nucleobase-containing compound metabolic process
7.25% biosynthetic process

6.48% protein metabolic process

4.56% cellular protein modification process
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Figura 27. Graficos de setores para cada categoria de GO: (A) componente celular, (B)
processo biolégico e (C) funcao molecular, de acordo com o programa Blast2GO.
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2. Predicao de atividades enzimaticas

Um total de 687 anotag¢des de EC foram atribuidas a 603 proteinas. A classe
das transferases (EC 2) apresentou a maior quantidade de membros (n = 209). Nas
trés buscas, as classes mais abundantes foram as das hidrolases e das
transferases.

Em relacdo ao numero de atividades enzimaticas, EC 2 foi a mais
representativa nesta analise (Tabela 10) assim como nas outras analises. Entre
todas as classes de EC desta busca, a atividade enzimatica proteina Ser/Thr-
quinase (EC 2.7.11.0) teve a maior representatividade, com 26 anotagdes.

Tabela 10. Abundéancia de anotagoes e de atividades enzimaticas para cada uma das
seis classes de EC.

Classe de EC Anotagoes? Atividades enzimaticas®
1 - Oxido-redutases 140 56
2 - Transferases 209 73
3 - Hidrolases 198 45
4 - Liases 27 14
5 - Isomerases 42 17
6 - Ligases 71 37
Total 687 242

@ Numero de anotagdes de EC pelo Blast2GO
® Nimero de Enzyme ID distintos do sistema EC

2.1 Peptidases (EC 3.4) putativas

Na subclasse das peptidases, foram classificadas 59 proteinas (Tabela 11).,
Uma metionina-aminopeptidase putativa, uma dipeptidil-peptidase putativa e varias
aminopeptidases, inclusive a LAPTc caracterizada pelo nosso grupo de pesquisa
(Q4DzJ3) (Cadavid-Restrepo et al., 2011), estdo na sub-subclasse das
aminopeptidases. Uma dessas aminopeptidases putativas (Q4E686) também foi
identificada na busca 2. Consta também a anotagdo nessa categoria de uma
proteina candidata a fator de transcricdo do gene SL que leva a sintese de SL RNA
e esse depois € adicionado a mRNAs maduros por trans-splicing. Um mesmo tipo de
fator de transcrigdo, PPB1, anotado sob o numero de acesso Q9GU26 foi
identificado por Wen et al. (2000).
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Como serino-carboxipeptidase, foi anotada uma serino-carboxipeptidase
putativa (CBP1), assim como na busca 1. Entre as metalo-carboxipeptidases, estdo
duas proteinas nao caracterizadas e uma carboxipeptidase termostavel 1 putativa.

Duas ubiquitina C-terminal hidrolases putativas surgem anotadas como
Omega-peptidases, das quais uma também foi encontrada na busca 2, visto que
trata-se de uma proteina do banco de dados da cepa CL Brener.

Uma OPB e duas POP foram identificadas e cada uma dessas POP foi
proveniente de uma cepa considerada no banco de dados. Além disso, estédo
presentes duas proteinas romboides-similes putativas na sub-scubclasse das serino-
endopeptidases. Essas proteinas romboides estdo envolvidas no processo de
protedlise intramembrana regulada, com o qual algumas proteinas integrais de
membrana inativas na forma associada a membrana sofrem uma clivagem no
dominio transmembranico delas. Isso libera o dominio funcional citoplasmatico ou
luminal/extracelular (revisadas em Erez et al. (2009)). Em T. cruzi, essas serino-
proteases ainda nao foram investigadas.

A catepsina B-simile, mais uma protease bem estudada pelo nosso grupo
(Garcia et al., 1998; Nobrega et al., 1998; Cadavid-Restrepo, 2005), foi identificada
neste proteoma. Inicialmente, uma cisteino-protease foi purificada de epimastigotas
da cepa Tulahuen e possuia aproximadamente 30 kDa, era glicosilada, mostrava
atividade 6tima em pH acido para a hidrélise de BSA e colageno tipo | (pH 4,0) e de
substrato fluorogénico (pH 6.5) e ndo se tratava de uma isoforma ou produto da
cruzipaina. Essa atividade enzimatica também foi detectada em extratos de
tripomastigotas e amastigotas. A sequéncia da extremidade N-terminal dessa
enzima apresentava similaridade com catepsinas B de outros organismos (Garcia et
al., 1998). Concomitantemente, a presenca de um gene copia simples que codifica a
catepsina B-simile foi confirmada em T. cruzi (Nobrega et al., 1998). Depois foi
mostrado que a catepsina B-simile localizou-se em grénulos em epimastigotas e
amastigotas, provavelmente lisossomos, e mediou a principal atividade hidrolitica em
gelatina sob condigdes acidas que foi maior em epimastigotas do que em
amastigotas e tripomastigotas (Cadavid-Restrepo, 2005).

Cruzipaina ou cruzaina (revisada em Jose Cazzulo et al. (2001) e Alvarez et
al. (2012)), uma catepsina L-simile e a mais bem caracterizada cisteino-peptidase de
T. cruzi, é codificada por um grande numero de genes arranjados in tandem, atua

mais eficientemente em pH acido e € expressa nas quatro formas do parasito. Em
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epimastigotas €& mais especificamente localizada nos reservossomos e, em
tripomastigotas, algumas isoformas da cruzipaina sdo secretadas no meio
extracelular, relevantemente associada a fator de viruléncia na doenga de Chagas. A
cruzipaina e outras catepsinas L-similes putativas foram identificadas na cepa G.

Entre as metalo-endopeptidases, uma thimet oligopeptidase, uma pitrilisina-
simile, trés metalopeptidases dependentes de zinco e ATP e uma peptidase
putativas e duas proteinas nao caracterizadas foram anotadas.

O total de 21 proteinas foram classificadas como treonino-endopeptidases,
incluindo diversas subunidades a e [ do proteassoma 20S e do complexo HsIVU,
tipos de proteinas também anotados na busca 2.
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Tabela 11. Proteinas anotadas para a atividade de peptidase (EC 3.4) distribuidas em
oito sub-subclasses de EC. (continua)
Sub-subclasse de EC Descrigao® Cédigo identificador®

Spliced leader RNA PSE-promoter K4DW76

transcription factor

Methionine aminopeptidase K4DRB9
Aminopeptidase K4DX11
Aminopeptidase P K4EAQO
Aminopeptidase K4DTU9
Aminopeptidases Aminopeptidase K4EE31
(EC 3.4.11) Aminopeptidase K4EG6R1
Aminopeptidase Q4DzJ3
Aminopeptidase Q4CXX8
Aminopeptidase Q4E686
Peptidase T K4DNS4
Dipeptidyl-peptidase K4E7RS5
Serino-carboxipeptidases  Serine carboxypeptidase (CBP1) K4DS29
(EC 3.4.16)
Metalo-carboxipeptidases  Uncharacterized protein K4DZL8
(EC 3.4.17) Uncharacterized protein K4DXEQ
Thermostable carboxypeptidase 1 Q4D9TO0
Omega-peptidases Ubiquitin C-terminal hydrolase K4DTY6
(EC 3.4.19) Ubiquitin C-terminal hydrolase Q4E680
Oligopeptidase B K4DWVO0
Serino-endopeptidases Prolyl oligopeptidase K4E2C3
(EC 3.4.21) Rhomboid-like protein K4DTW8
Prolyl oligopeptidase Q4E132
Rhomboid-like protein Q4CV15
Cathepsin B-like protease 061066
Cisteino-endopeptidases Cathepsin L-like K4DV55
(EC 3.4.22) Cathepsin L-like K4EEA1
Cysteine peptidase Q4CMUG

Cysteine peptidase Q4E0J7
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Tabela 11. Anotagoes para a atividade de peptidase (EC 3.4). (conclusao)
Sub-subclasse de EC Descrigao® Cédigo identificador®
Cisteino-endopeptidases  Cruzipain Q4DWO02
(EC 3.4.22) (continuagéo)
ATP-dependent zinc K4E2P5
metallopeptidase
Peptidase K4E718
Pitrilysin-like metalloprotease K4DLV5
Metalo-endopeptidases Uncharacterized protein K4DYL4
(EC 3.4.24) Thimet oligopeptidase K4EBV9
ATP-dependent zinc Q4DJU4
metallopeptidase
ATP-dependent zinc Q4DEY4
metallopeptidase
Uncharacterized protein Q4DM81
Proteasome subunit alpha type K4DKHO
Proteasome subunit alpha type K4DY50
Proteasome subunit alpha type K4DN23
Proteasome subunit alpha type K4EAE2
Proteasome subunit alpha type K4DNN2
Proteasome beta 3 subunit K4E984
Proteasome subunit beta type K4DXV6
Proteasome subunit beta type K4E4CO
Proteasome subunit beta type K4EQ0S4
Treonino-endopeptidases Proteasome beta 2 subunit K4DTA7
(EC 3.4.25) Proteasome alpha 7 subunit K4E413
Proteasome subunit beta type K4DUM4
Hslvu proteolytic protein K4DRES
Proteasome beta 2 subunit Q4CuU77
Hslvu complex proteolytic subunit- Q4D729
like
Proteasome subunit alpha type Q4DIK4
Proteasome subunit beta type Q4D579
Proteasome subunit alpha type Q4DAWG
Proteasome subunit beta type Q4EOL9
Proteasome subunit beta type Q4D8U7
Proteasome subunit beta type Q4D6T6

@Descricao da proteina anotada proveniente do Uniprot
® Numero de acesso do Uniprot
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2.2. Predicao de enzimas envolvidas em vias metabdlicas

Noventa e uma vias metabdlicas foram preditas por KEGG pathways -
Blast2GO para as identificagdes desta busca. Considerando o numero de proteinas
anotadas em cada via, a via mais representativa foi metabolismo de purinas (n = 97).
Assim, para todas as buscas realizadas, essa via constou em primeiro lugar de
acordo com essa classificagdo, condizente com o estagio de vida replicativo de T.
cruzi analisado. Ambas as vias do ciclo do acido citrico e do metabolismo de cisteina
e metionina apareceram em segundo lugar em numero de anotagdes (n = 42). Com
a maior quantidade de atividades enzimaticas distintas, apresentou-se a via de
metabolismo de purinas com 21 atividades e, em seguida, biossintese de aminoacil-
tRNA com 18 (todas de ligase com ECs distintos) (Tabela 12). Assim como na busca
2, entre as dez vias mais representativas, estdo presentes o ciclo do acido citrico, a
glicolise/gliconeogénese, a fosforilagdo oxidativa, relacionadas com metabolismo
energético. Esse resultado sugere que altos niveis de metabolismo energético sao
indispensaveis para a replicagao de formas epimastigotas. As atividades enzimaticas
e 0s numeros de acesso das cinco vias metabdlicas mais representativas em

numero de anotagdes estao explicitados na Tabela 13.

Tabela 12. As dez vias metabodlicas mais abundantes em nimero de anotagdes e os
respectivos numeros de atividades enzimaticas.

Via metabélica® Anotacgoes® Atividades enzimaticas®
Metabolismo de purinas 97 21
Ciclo do acido citrico 42 13
Metabolismo de cisteina e metionina 42 11
Biossintese de aminoacil-tRNA 36 18
Metabolismo de arginina e prolina 35 16
Metabolismo de fenilalanina 31 6
Glicdlise/Gliconeogénese 30 17
Metabolismo de glutationa 28 13
Fosforilacdo oxidativa 28 6
Metabolismo de pirimidinas 28 12

@Sugerida por KEGG pathways - Blast2GO

®Ntimero de anotagées (pode haver uma proteina anotada mais de uma vez na mesma via
metabdlica)

°Numero de Enzyme ID distintos do sistema EC
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2.2.1. Metabolismo de purinas

Anotaram-se 96 proteinas diferentes da via de metabolismo de purinas.
Foram identificadas 3 PRPP sintetases putativas (K4DYU6, K4EOQ6 e Q4DXW9) e
todas as enzimas que estdo marcadas no esquema da via de recuperagcdo de
purinas (Figura 28). Por esse esquema, percebe-se que uma quantidade muito
maior de proteinas pertencentes a essa via foram identificadas em relagdo as outras
buscas.

Onze DNA polimerases mitocondriais do tipo B (familia X) e | (familia A)
(K4E810, K4DJTO, K4DKO04, K4E5I5, K4DK54, Q4CQEO, Q4E024, Q4E023,
Q4D4N5, Q4DSW?2 (identificada na busca 2) e Q4D7R3) e duas RNA polimerases
dirigidas a DNA putativas (K4E797 e K4EGYO0) foram identificadas.

Adenilato quinases (K4DNUS5, K4E1Y3, Q4DLV1 e Q4DXL7), guanilato
quinase (Q4DPB1), fosfodiesterases cAMP-especificas (K4DUC7, K4DUK1,
Q4CQRO e Q4EQ0Y6 (identificada na busca 2)), nucleosideo difosfato quinase
(Q4E256), ribose fosfato pirofosfoquinase (K4DK81), ribonucleosideo-disfostato
redutases (K4E6U8, K4DPY7 e Q4D6V2) putativas também constam nessa
classificagao.

Enquadradas como fosfatases (EC 3.6.1.3 (ATPase: adenosina trifosfatase) e
3.6.1.15 (nucleosideo-trifosfato fosfatase) - Tabela 13), foram apresentadas 46
proteinas, das quais alguns tipos sdo: proteina E de resisténcia a multidrogas,
dineinas, proteinas do proteassoma, HSP, transportadores ABC, proteases Clp,
diversas ATPases, metalo-peptidases e katanina putativas.



126

Nucleosideo Adenina Nucleosideo
. hidrolase . __aminohidrolase . . hidrolase .
Adenosina »Adenina ———  Hipoxantina= Inosina

Hipoxantina-guanina
fosforribosil transferase

Adenina
fosforribosil IMP
transferase Adenil-
succinato
sintetase

\IMP desidrogenase

Adenosina ) ] ) )
quinase Xantina fosforribosil Nucleosideo
transferase . hidrolase
Xanting «———

A

Adenilsuccinato

Xantosina

liase

Guanina desaminase

AMP GM Guanina

Hipoxantina-guanina Nucleosideo
fosforribosil transferase hidrolase

Figura 28. Esquema da via de recuperagdo/salvagcao das purinas predita em
Trypanosoma spp., com base nas enzimas descritas para Leishmania spp.

As enzimas marcadas em vermelho correspondem as proteinas identificadas na cepa G de
T. cruzi pela busca 3. Modificado de Boitz et al. (2013).

AMP: adenilato, AMPS: adenilsuccinato, GMP: guanilato, IMP: inosinato, XMP: xantinilato.

2.2.2. Ciclo do acido citrico

Assim como na busca 2, todas as enzimas do complexo da piruvato
desidrogenase foram identificadas (subunidade E1 da piruvato desidrogenase
(K4DWP2), diidrolipoil desidrogenases (K4DZ35, Q4DWL8 e Q4DD33 (identificada
na busca 2)) e diidrolipoil transacetilases (Q4DY15 e Q4DZT8) putativas). As outras
proteinas envolvidas no ciclo que foram identificadas estdo destacadas na Figura 28,
incluindo trés isocitrato desidrogenases, das quais uma foi a isocitrato
desidrogenase citosolica Tc_IDH2 (Q4E4L7) também detectada na busca 2. Por ndo
se saber sobre a localizagdo das outras IDH putativas identificadas, na Figura 29, a
enzima numero 11 correspondente a IDH mitocondrial também foi destacada. Uma
fosfoenolpiruvato carboxiquinase glicossomal putativa (K4DSA9) envolvida na
reposicdo de intermediarios do ciclo do acido citrico também foi constatada.
Interessantemente, uma oxoisovalerato desidrogenase putativa (K4DWG66) que
participa da via de degradacgao de valina foi listada no ciclo do acido citrico.

Guanosina
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Duas aconitases (Q4E5G5 e K4DWMS5) e cinco succinato desidrogenases
(K4E5H9, Q4D4X1, K4AEA42, K4AE2R8 e Q4CVH2) putativas (enzimas 2 e 6 da
Figura 29, respectivamente) foram identificadas, mas ndo foram anotadas nesta via
pelo Blast2GO. Nos esquemas de vias metabdlicas, as proteinas destacadas
correspondem a identificagbes que foram anotadas na via por KEGG pathways -
Blast2GO e, como no caso desses dois tipos de enzimas do ciclo do acido citrico,
pode ocorrer de uma proteina putativa ter sido identificada, porém n&o anotada na

respectiva via.
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Figura 29. Representacdo esquematica da possivel organizagao do ciclo do acido
citrico em T. cruzi. As principais reagbes estdo representadas por setas grossas. Os
numeros das enzimas circulados em vermelho correspondem as proteinas identificadas na
cepa G de T. cruzi. Modificado de Leroux et al. (2011).

1: citrato sintase, 2: aconitase, 3: isocitrato desidrogenase dependente de NAD" (ausente em
tripanossomas), 4: 2-oxoglutarato desidrogenase, 5: succinil-CoA sintetase, 6: succinato
desidrogenase, 7: fumarato redutase dependente de NADH mitocondrial, 8: fumarato
hidratase mitocondrial, 9: malato desidrogenase mitocondrial, 10: complexo da piruvato
desidrogenase, 11: isocitrato desidrogenase dependente de NADP® mitocondrial, 12:
isocitrato desidrogenase dependente de NADP™ citosolica.
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2.2.3. Metabolismo de cisteina e metionina

Relacionadas ao metabolismo de cisteina e metionina, estdo 27 proteinas
putativas: 1,2-diidroxi-3-ceto-5-metiltiopenteno dioxigenases (K4E3Q7, K4DZ96 e
Q4CVG3), metiltioadenosina fosforilases (K4E900, Q4DZW1 e Q4DQ97),
espermidina sintases (K4DV45 e Q4DA73), cisteina sintases (K4ESEO, K4DRJ9,
Q4CST7 e Q4CXR9), cistationa beta-sintase (Q4DF36), S-adenosilmetionina
sintases (K4E4J2 e Q4CSC4), aspartato aminotransferases (K4EA87 e Q4D1Q4),
tirosina aminotransferases  (K4DZN8, Q4E4E7, Q4D3Y8 e Q4CVI0),
adenosilhomocisteinases (K4DNN4, Q4D455 e Q4DNQ7), S-adenosilmetionina
descarboxilases (K4E603, Q4DQQ5 e Q4CWQO). Colocaremos em evidéncia a via
metabdlica do nucleosideo metiltioadenosina (MTA). A enzima metiltioadenosina
fosforilase de T. cruzi (TcMTAF) estudada pelo nosso laboratorio (Neves, 2006) é
responsavel pela clivagem de nucleosideos purinicos, principalmente o nucleosideo
modificado MTA (Figura 30). O MTA esta relacionado a sintese de poliaminas,
salvacdo de purinas e de metionina, ele é clivado pela MTAF em adenina e
metiltioribose-1-fosfato (MTR1P). A adenina é regenerada a ATP e o MTR1P é
regenerado a metionina, através de cascatas enzimaticas. TcMTAF é

diferencialmente expressa em epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas.
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Figura 30. Representacdo esquematica da via de sintese e de metabolismo de
metiltioadenosina (MTA). As proteinas identificadas no proteoma da cepa G (destacadas
em vermelho) estdo relacionadas a via de sintese de MTA. Em duas reagdes sucessivas,
espermidina sintase e espermina sintase transferem o grupo propilamina da S-
adenosilmetionina descarboxilada para putrescina e espermidina, respectivamente.
Modificado de Neves (2006).

2.2.4. Biossintese de aminoacil-tRNA

Uma diversidade de aminoacil-tRNA sintetases ainda maior do que a da
busca 2 foi obtida com esta terceira busca. Um total de 18 tipos de aminoacil-tRNA
sintetases putativas foi identificado: triptofanil- (K4DJD4 e Q4CTS7), treonil-
(K4DU79), leucil- (K4E646, Q4CTRO, Q4CL52 e K4DRR4), isoleucil- (K4E228),
prolil- (K4DWJ7, Q4DLK5 e Q4DZZz4), isoleucil- (Q4D2F2), alanil- (K4E8Q2,
Q4DQ33 e Q4D747), valil- (K4E5D5), seril- (KAEAD1), aspartil- (K4E578), glicil-
(KADNM9 e Q4D449), cisteinil- (K4ADUH4 e Q4CUZ9), glutamil- (K4E4Q3),
glutaminil- (K4DUA1), arginil- (K4DZT5), fenilalanil- (K4E2G9 e Q4DY45), histidil-
(K4ES5W2 e Q4DA54) e asparaginil- (K4E3K3 e Q4E595) tRNA sintetases (Figura
31).
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Figura 31. Representacdao esquematica da via de biossintese de aminoacil-tRNA
gerada pelo programa Blast2GO. Os retangulos em destaque indicam as proteinas

identificadas na cepa G de T. cruzi.

2.2.5. Metabolismo de arginina e prolina

Por meio da busca no banco de dados de T. cruzi CL Brener, uma pirrolina-5-

carboxilato redutase putativa (Q4DH60) foi anotada. Nesta busca, a identificamos e
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também outra pirrolina-5-carboxilato redutase (K4EAX2) proveniente de Sylvio
X10/1. Quatro tirosina aminotransferases (K4DZN8, Q4E4E7, Q4D3Y8 e Q4CVI0),
trés S-adenosilmetionina descarboxilases (K4E603, Q4DQQ5 e Q4CWQO0) e duas
espermidina sintases (K4DV45 e Q4DA73) também anotadas na via de metabolismo
de cisteina e metionina; duas pirrolina-5-carboxilato sintetases (K4EOF1 e Q4D112),
uma aldeido desidrogenase (Q4DCP7), uma glutamato desidrogenase (K4DUGS5),
uma calmodulina (K4EBN9), uma prolina oxidase (Q4CVA1), duas aspartato
aminotransferases (K4EA87 e Q4D1Q4), uma arginino-quinase (K4DUF3), duas
aminoacilases (K4DQT8 e K4DQX8), duas acetilornitina desacetilases (K4DTG9 e
Q4D7V2), cinco glutamil carboxipeptidases (K4ADKWS8, K4ED56, Q4CPW5, Q4CR09
e Q4CYZ5), duas glutamina sintetases (K4E9B6 e Q4CNO04) e uma carbamil fosfato
sintetase (K4DKO07) foram as outras enzimas putativas relacionadas a esta via.
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Tabela 13. Relagao entre as vias metabdlicas mais representativas em nimero de

anotagoes e as respectivas atividades enzimaticas.

(continua)

Via metabélica®

Atividade enzimatica®

Cadigo identificador®

1) Metabolismo de

purinas

Desidrogenase (EC 1.1.1.205)
Redutase (EC 1.17.4.1)

Fosforribosiltransferase (EC 2.4.2.7)
Fosforibolsiltransferase (EC 2.4.2.8)
Fosforibosiltransferase (EC 2.4.2.22)

Quinase (EC 2.7.1.20)
Quinase (EC 2.7.1.40)
Quinase (EC 2.7.4.3)

Quinase (EC 2.7.4.6)
Quinase (EC 2.7.4.8)
Difosfoquinase (EC 2.7.6.1)
RNA polimerase (EC 2.7.7.6)
DNA polimerase (EC 2.7.7.7)

Fosfodiesterase (EC 3.1.4.17)
Nucleosidase (EC 3.2.2.1)
Desaminase (EC 3.5.4.3)

Adenil pirofosfatase (EC 3.6.1.3)

Fosfatase (EC 3.6.1.15)

Liase (EC 4.3.2.2)
Sintetase (EC 6.3.4.4)
Sintetase (EC 6.3.5.2)

K4DPJ9, K4DXK1

K4EBUS8, K4DPY7, Q4D6V2

K4E774, KAE8H9, Q4DVMS8, Q4DNZ3
K4DRAS, Q4DGA2¢

Q4DGA2°

K4E5U6

K4DWR8

K4DST1, KADNU5, K4E1Y3, Q4DLV1,
Q4DXL7

K4DZS6, Q4E256, Q4DBSS8

Q4DPB1

K4DYU6, KAE0Q6, K4ADK81, Q4DXW9
K4E797, KAE6YO

K4E8I0, K4DJTO, K4DK04, K4E5I5,
K4DK54, Q4CQEO, Q4E024, Q4E023,
Q4D4N5, Q4DSW2, Q4D7R3
K4DUC7, K4DUK1, Q4CQRO, Q4E0Y6
K4E1LO

K4DTI7

K4E642, KADYPO, K4EEBO, K4DZM2,
K4DJQ8, KAE7N2, K4AE3W3, K4E414,
K4E6S4, KAEOZ0, K4E6UB, KAEDU2,
K4DJH5, K4EAL1, K4E7UO, Q4DOBY,
Q4DEP1, Q4D9J1, Q4DX41, Q4CPR5,
Q4CQ22, Q4DZM5, Q4DFN9, Q4DHQ7,
Q4DWA3

K4ECZ0, KAE2P5, KAEBZ4, K4E670,
K4E072, KADUS1, KADVN7, KADYN3,
K4DYL4, K4E4J7, KADUPO, Q4DJU4,
Q4CLP1, Q4DEY4, Q4DWBS5, Q4DTR4,
Q4DWO08, Q4DSHS, Q4DM81, Q4E0K2,
Q4DOR7

K4DUO00, Q4CXJ7, Q4DBH5

K4E519

K4EBX4
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Tabela 13. Relagao entre as vias metabdlicas mais representativas em nimero de

anotagoes e as respectivas atividades enzimaticas.

(continuagéao)

Via metabélica®

Atividade enzimatica®

Cadigo identificador®

2) Ciclo do acido

citrico

3) Metabolismo de
cisteina e

metionina

Desidrogenase (EC 1.1.1.37)

Desidrogenase (EC 1.1.1.42)
Desidrogenase (EC 1.2.4.1)
Desidrogenase (EC 1.2.4.2)
Desidrogenase (EC 1.3.99.1)

Desidrogenase (EC 1.8.1.4)
Acetiltransferase (EC 2.3.1.12)
Sintetase (EC 2.3.3.1)

Citrato sintetase (EC 2.3.3.8)
Carboxiquinase (EC 4.1.1.49)
Hidratase (EC 4.2.1.2)

Ligase (EC 6.2.1.4)

Ligase (EC 6.2.1.5)

Dioxigenase (EC 1.13.11.54)
Fosforilase (EC 2.4.2.28)
Sintetase (EC 2.5.1.16)
Sintetase (EC 2.5.1.47)

Adenosiltransferase (EC 2.5.1.6)
Transaminase (EC 2.6.1.1)

Transaminase (EC 2.6.1.5)
Transaminase (EC 2.6.1.57)
S-adenosilhomocisteina sintetase
(EC 3.3.1.1)

Descarboxilase (EC 4.1.1.50)
Sintetase (EC 4.2.1.22)

061084, K4E1P3, K4E6H1, Q4DDKS,
Q4D4A0, Q4DRD8, Q4D123

K4DIS2, KADUKS, Q4E4L7

K4DW66, KADWP2

K4DRJ2, K4DZA9®, Q4CTES, Q4DKY2
K4DZS8, K4ADZP3, K4DQVS8, K4DZK3,
Q4CMU8, Q4D778, Q4CYX1, Q4D779,
Q4CQU6

K4DZ35, Q4DWL8, Q4DD33

K4DZZ0, Q4DZT8

K4DXA2

K4DXC1, Q4E216

K4DSA9®

K4EA83, Q4DRX1, Q4CQW5
K4DXC1¢, Q4E216'

K4DXC1°, KAEOF8, Q4E216'

K4E3Q7, K4DZ96, Q4CVG3, Q4DQC4
K4E900, Q4DZW1, Q4DQ97

K4DV45, Q4DAT73

K4ESEQ", K4ADRJ9, Q4DF36, Q4CST7,
Q4CXR9'

K4E4J2, Q4CSC4

K4EA87', KADZNS*, Q4E4ET7',
Q4D3Y8™, Q4CVI0", Q4D1Q4°
KAEA87', KADZNS", Q4E4E7', Q4D3Y8",
Q4CVI0', Q4D1Q4™

K4EA87', KADZNS*, Q4E4E7',
Q4D3Y8™, Q4CVI0", Q4D1Q4°
K4DNN4, Q4D455, Q4DNQ7

K4E603, Q4DQQ5, Q4CWQO0
K4E8EOQ", Q4CXR9'
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Tabela 13. Relacdao entre as vias metabdlicas mais representativas em numero de
anotagoes e as respectivas atividades enzimaticas. (conclusao)

Via metabélica® Atividade enzimatica®

Cadigo identificador®

4) Biossintese de

aminoacil-tRNA

5) Metabolismo de

arginina e prolina

Ligase (EC 6.1.1.2)
Ligase (EC 6.1.1.3)
Ligase (EC 6.1.1.4)
Ligase (EC 6.1.1.5)
Ligase (EC 6.1.1.7)
EC 6.1.1.9)
EC 6.1.1.10
EC 6.1.1.
EC 6.1.1.
EC 6.1.1.
EC 6.1.1.15

1

1

1

Ligase
Ligase
Ligase
Ligase
Ligase
Ligase
EC 6.1.1.
EC 6.1.1.
EC 6.1.1.
EC 6.1.1.19
EC 6.1.1.20
EC 6.1.1.21
EC 6.1.1.22

Ligase
Ligase
Ligase
Ligase
Ligase

Ligase

~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~

Ligase

Desidrogenase (EC 1.2.1.3)
Desidrogenase (EC 1.2.1.41)
Desidrogenase (EC 1.4.1.2)
Redutase (EC 1.5.1.2)
Desidrogenase (EC 1.5.99.8)
Sintetase (EC 2.5.1.16)
Transaminase (EC 2.6.1.1)

Quinase (EC 2.7.2.11)

Quinase (EC 2.7.3.3)
Desidropeptidase (EC 3.5.1.14)
Desacetilase (EC 3.5.1.16)

Descarboxilase (EC 4.1.1.50)
Racemase (EC 5.1.1.4)
Ligase (EC 6.3.1.2)
Sintetase (EC 6.3.4.5)
Sintetase (EC 6.3.4.16)

K4DJD4, Q4CTS7

K4DU79

K4E646, Q4CTRO, Q4CL52

K4E228, K4ADWJ7", Q4D2F2, Q4DLK5",
Q4DZz4

K4E8Q2, Q4DQ33, Q4D747, Q4DZZ4'
K4ES5D5

K4DRR4

K4EAD1

K4E578

K4DNM9, Q4D449

K4DWJ7°, Q4DLK5%, Q4DZz4'
K4DUH4, Q4CUZ9

K4E4Q3

K4DUA1

K4DZT5

K4E2G9, KADYE4, Q4DY45

K4E5W2, Q4DA54

K4E3K3, Q4E595

Q4DCP7
K4EOF1°, Q4D112

K4DUG5

K4EAX2, Q4DH60

K4EBN9, Q4CVA1

K4DV45, Q4DA73

K4EA87, KADZN8, Q4E4E7, Q4D3Y8,
Q4CVI0, Q4D1Q4

K4EOF1°

K4DUF3

K4DQT8, K4DQX8

K4DTGY, K4ADKW8, K4ED56, Q4D7V2,
Q4CPW5, Q4CR09, Q4CYZ5
K4E603, Q4DQQ5, Q4CWQ0
K4DJR1

K4E9B6, Q4CN04

K4DKO7'

K4DKO7'

?Via metabdlica sugerida por KEGG - Blast2GO
° Numero de acesso do Uniprot
defohijklmnoparstdentificacdes com dois ou mais Enzyme ID na mesma via.

® Enzyme ID do sistema EC
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3. Predicao de proteinas secretadas

Considerando a exclusividade das proteinas para cada uma das vias de
secrecdo, de um total de 2.947 identificagbes, 280 (9,50%) e 1.556 (52,80%)
proteinas foram preditas serem secretadas pelo SignalP e pelo SecretomeP,
respectivamente (Figura 32). Portanto, em todas as trés buscas realizadas,
prevaleceram proteinas secretadas por via ndo classica. No entanto, € necessario

investigar experimentalmente se essas proteinas sao realmente secretadas.
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Figura 32. Predicdao de proteinas secretadas pelas vias classica (SignalP) e nao
classica (SecretomeP) e ndo anotadas como secretadas (nenhum).

Entre proteinas putativas, baseado na descrigdo do Uniprot, 82 grupos foram
preditos pelo SignalP para secregao por via classica, dos quais 0s mais humerosos
foram: proteina RHS (20 membros) e DGF-1 (18 membros) (Tabela suplementar 5).
Em relacdo a secregdo por via néo classica, 361 grupos de proteinas putativas
foram preditos pelo SecretomeP e os mais abundantes foram: proteinas RHS (99
membros) e DGF-1 (51 membros) (Tabela suplementar 6). 39 tipos de proteinas
foram comuns a ambas as vias de secrecao.

A POP é um exemplo de proteina identificada pelas buscas 2 e 3 com
predicdo para secregéo por via ndo classica. Previamente, a secrecdo da POP Tc80
por tripomastigotas e amastigotas foi detectada, enquanto que por epimastigotas

nao (Santana et al., 1997). Essa predicdo sugere que epimastigotas também
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secretam POP e por mecanismos ndo convencionais.

Nas buscas 2 e 3, foram identificadas proteinas possivelmente envolvidas na
defesa celular e na resposta ao estresse oxidativo como triparedoxina (Q4D1B8) e
triparedoxina peroxidases (Q4CM56 e Q4CX87) putativas. Essas proteinas foram
incluidas na predigdo de secregcao por via nao classica. Na busca 3, uma anidrase
carbénica-simile putativa (Q4CVY4) identificada foi classificada como possivel
proteina secretada por via classica.

3.1. Predicao de proteinas integrais de membrana

O programa TMHMM fez a predi¢do de dominios transmembranicos para 508
proteinas (17,24%), com variagdo de 1 a 20 hélices transmembranicas para cada
identificacdo. O maior percentual de proteinas com dominios transmembréanicos
preditos foi o da busca no banco de dados de Trypanosoma spp. e outros
tripanossomatideos (20,68%).

Na interseccdo entre proteinas preditas com dominios transmembréanicos e
secretadas por via classica e na interseccao entre proteinas preditas com dominios
transmembranicos e secretadas por via ndo classica, estdo 108 e 349 proteinas,
respectivamente. Assim, somente 21,26% das proteinas com dominios
transmembranicos preditos seriam secretadas por via classica e, 68,70%, por via
nao classica (Figura 33).
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TMHMM SignalP

oV

SecretomeP

Figura 33. Diagrama de Venn correlacionado as proteinas com preditas hélices
transmembranicas (TMHMM) e as preditas a serem secretadas pelas vias classica
(SignalP) e nao-classica (SecretomeP).
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IV. Familias multigénicas de T. cruzi nas

buscas realizadas
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A seguir, avaliamos a presenca de proteinas putativas pertencentes as seis
familias multigénicas mais abundantes em numero de membros (El-Sayed et al.,
2005) nas trés buscas realizadas devido a grande representatividade e a importancia
biolégica dessas familias em T. cruzi A Tabela 14 resume o numero de
identificacbes relativas a essas familias multicopias obtidas em cada uma das
buscas da cepa G.

Tabela 14. Numero de proteinas das familias multigénicas de TS, MASP, mucinas,
proteinas RHS, proteinas DGF-1 e gp63 obtidas na cepa G de T. cruzi identificadas
pelas trés buscas realizadas.

Familia multigénica Busca 1° Busca 2° Busca 3°

1.TS 35 ND 17
2. MASP 15 ND 1

3. Mucinas 9 ND ND
4. Proteinas RHS 4 24 289
5. Proteinas DGF-1 7 9 69
6. gp63 2 ND ND
Total 72 33 376

@ Busca no banco de dados de Trypanosoma spp. e outros tripanossomatideos
® Busca no banco de dados de T. cruzi CL Brener

°Busca no banco de dados de T. cruzi CL Brener e Sylvio X10/1

ND: ndo detectada

1. TS

A familia génica mais abundante da cepa CL Brener de T. cruzi é a das TS
com 1.430 membros, dos quais 693 sdao pseudogenes (El-Sayed et al., 2005). Em
relacdo a localizagdo cromossomal dessas sequéncias, as regides subteloméricas
sdo enriquecidas em genes e pseudogenes de TS, assim como de proteinas RHS e
DGF-1, e a frequéncia das sequéncias de TS nessas regides é de 9% (Moraes
Barros et al., 2012).

Pela busca no banco de dados de Trypanosoma spp. e outros
tripanossomatideos, 35 TS putativas foram constatadas, enquanto que,
contraditoriamente, nenhuma TS esta presente na lista de identificacbes da busca
mais restritiva, no banco de dados de CL Brener. Essa discrepancia em relacdo a
identificacdo de TS foi um dos aspectos que nos levou a realizar a terceira busca, no
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banco de dados de CL Brener e Sylvio X10/1, pela qual identificamos 17 TS
putativas que foram exclusivas para essa analise. Assim, duas buscas sugerem a
expressdo de TS em epimastigotas da cepa G. Na cepa Brazil, 223 TS foram
identificadas em tripomastigotas, metaciclicas e amastigotas, mas ndo em
epimastigotas (Atwood et al., 2005).

A secregdo de gp82 e de outras TS foi detectada em epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicas da cepa Dm28c, mas n&o de gp90 que foi apenas
detectada a partir de tripomastigotas metaciclicas (Bayer-Santos et al., 2013). No
subproteoma da cepa G, também foram identificadas TS gp82, gp90, TSA-1, SA85 e
ASP-2, pertencentes ao grupo Il da superfamilia das TS, porém somente em
tripomastigotas metaciclicas (Cordero et al., 2009).

Existem algumas diferencas descritas para TS de epimastigotas e
tripomastigotas. A expresséao de TS foi nula ou baixa em cultura de epimastigotas no
inicio da fase log de crescimento e aumentou progressivamente até atingir a fase
estacionaria (Chaves, Briones e Schenkman, 1993). Tripomastigotas expressam TS
enzimaticamente ativas e também TS inativas por causa da mutagdo Tyr342-His no
dominio catalitico N-terminal. TS de tripomastigotas apresentam o dominio repetitivo
SAPA (shed acute phase antigen) na extremidade C-terminal (Cazzulo e Frasch,
1992; Schenkman et al., 1994; Cremona et al., 1995; Cremona et al., 1999; Frasch,
2000), enquanto TS de epimastigotas, que sao ativas, ndo (Chaves, Briones e
Schenkman, 1993; Briones, Egima e Schenkman, 1995). Assim, o dominio SAPA
nao é necessario para a atividade de trans-sialidase da molécula. Em contrapartida,
repeticdes SAPA sdo imunodominantes, sendo produzidos, precocemente durante a
fase aguda de infec¢do, anticorpos contra esse dominio. Apos a geragao desses
anticorpos especificos, imunoglobulinas contra a regido catalitica sdo produzidas
para neutralizar a atividade enzimatica de moléculas de TS circulantes no sangue
(Buscaglia et al., 1998). Isso seria um mecanismo do parasito para protelar a
inibicao da atividade enzimatica pelo sistema imune do hospedeiro e,
consequentemente, prevenir a massiva invaséo celular e permitir a sobrevivéncia do
parasito no hospedeiro infectado.

Foi demonstrado que TS de tripomastigotas podem ser ancoradas a GPI
(Agusti et al., 1997; Agusti et al., 1998) ou liberadas no meio extracelular e s&o
oligoméricas (Schenkman, Pontes De Carvalho e Nussenzweig, 1992). TS
previamente ligadas a GPI e liberadas no meio extracelular por acdo de uma
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fosfatidilinositol fosfolipase C agiriam como um fator de viruléncia (Chuenkova e
Pereira, 1995). Diferentemente, TS de epimastigotas sdo monomeéricas (Chaves,
Briones e Schenkman, 1993) e ndo apresentam sitio para ancora GPI predito, mas
tém um potencial dominio transmembranico (Briones, Egima e Schenkman, 1995).
Sugerindo uma fung&o para a expressao de TS em epimastigotas nao infectivos, TS
ativas exerceriam influéncia nas interagdes inseto-parasito, mais especificamente na

diferenciagao e na migracao através do trato digestivo do triatomineo.

2. MASP

MASP sao proteinas altamente conservadas nos dominios N- e C-terminal e
apresentam uma regidao central variavel e repetitiva. Genes de codificam MASP
localizam-se dentro de grandes arranjos de genes nado dispostos in tandem,
incluindo genes que codificam mucinas, trans-sialidases-similes gp85, gp63,
proteinas ricas em serina-alanina-prolina (SAP), DGF-1, proteinas RHS. A
denominacé&o mucin-associated surface protein (MASP) foi dada em razdo de uma
grande quantidade de genes que codificam MASP estarem localizados proximos a
genes que codificam mucinas (Bartholomeu et al., 2009). MASP sé&o codificadas pela
segunda familia génica mais numerosa no genoma de CL Brener, com 1.377
membros (433 provaveis pseudogenes) (El-Sayed et al., 2005). Sabe-se pouco
ainda sobre a importancia biologica das MASP, mas ja foi demonstrado que
anticorpos 1gG especificos para a regido catalitica de uma MASP inibiram
significativamente a invasdo por tripomastigotas metaciclicas (De Pablos et al.,
2011).

Na primeira busca, houve a identificagcdo de 15 MASP putativas; na segunda
busca, nenhuma; na terceira busca, apenas uma. Portanto, houve uma significativa
discordancia sobre a abundancia de MASP em epimastigotas da cepa G, sendo que
duas buscas apontaram para a auséncia ou a baixa expressdao de MASP. No
proteoma da cepa Brazil, nove MASP putativas foram identificadas em epimastigotas
e, predominantemente, em tripomastigotas, porém essas detecgdes fazem parte das
identificacbes derivadas de correspondéncia de apenas um peptideo, que perfizeram
quase 25% do total (Atwood et al., 2005). Por isso €& hipotetizado que MASP
apresentam extensivas modificagdes pds-traducionais, e ha evidéncia de que MASP
de tripomastigotas s&o modificadas por glicanas N-ligadas (Atwood et al., 2006), o
que dificultaria a deteccdo por técnicas protebmicas shotgun e forneceria uma
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analise subestimada da expressdo dessa grande familia de proteinas. Outra
hipétese seria puramente relacionada a baixa expressdo de MASP em
epimastigotas.

3. Mucinas

As mucinas s&o glicoproteinas codificadas por uma familia composta por 863
membros (201 provaveis pseudogenes), e, juntamente com genes das familias de
TS e MASP com os quais sao fisicamente relacionados, compdem 15% de todos os
genes preditos de T. cruzi (El-Sayed et al., 2005). Sdo os componentes mais
comumente expressos na superficie do T. cruzi. Sao divididas em duas familias:
TcMUC (T. cruzi mucin) e TcSMUG (T. cruzi small mucin-like gene). A familia
TcMUC € atualmente subdividida em trés grupos: TcMUC |, TcMUC Il e
trypomastigote small surface antigen (TSSA). Os membros dos trés grupos
codificam para peptideo-sinal N-terminal e sitio de ligagdo a ancora GPI C-terminal.
Para proteinas TcMUC | e Il, € predita uma regido central com repetigbes de
residuos de Thr, Ser e Pro (muitas repeticdes em TcMUC | e poucas em TcMUC II)
que sao sitios para O-glicosilagdo. As mucinas TcMUC s&o expressas em estagios
relacionados ao hospedeiro mamifero, amastigotas e tripomastigotas sanguineos
(revisado por Buscaglia et al. (2006)). Ja a familia TcSMUG foi diferencialmente
expressa em nivel de mRNA entre as formas de vida do T. cruzi, sendo mais
expressa em epimastigotas, devido a mecanismos de regulagdo poés-transcricional
que afetam a estabilidade dos mRNAs (Di Noia et al., 2000).

Como ja citado, as mucinas s&o os principais substratos para sialilagdo pelas
TS. Além disso, as mucinas exercem influéncia na: protecdo do parasito contra
degradacgédo proteolitica (no trato intestinal do triatomineo e no hospedeiro
mamifero), protecdo contra a lise mediada pela opsonizagdo por anticorpos do
hospedeiro mamifero quando estdo sialiladas, ades&o e invasdo das células
hospedeiras, estimulagcdo de citocinas pro-inflamatérias e oOxido nitrico por
macroéfagos (revisado por Acosta-Serrano ef al. (2001) e Buscaglia et al. (2006)).

Somente na busca 1 foram identificadas mucinas putativas, 6 TcMUC e 3
mucinas-similes. As sequéncias das mucinas identificadas derivaram da cepa CL
Brener de T. cruzi e de T. cruzi marinkellei. Interessantemente, os outros dois
bancos de dados também continham sequéncias provenientes de CL Brener, mas
nenhuma mucina putativa foi detectada. O fato de nenhuma identificagéo referente a
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mucinas ter sido identificada em nenhuma das quatro formas de vida da cepa Brazil
(Atwood et al., 2005) nem nas duas buscas especificas realizadas neste trabalho
sugere que houve limitagbes na obtencéo de proteinas altamente glicosiladas pelas
metodologias empregadas em ambos os estudos e que seria necessario um

enriquecimento das amostras para esse tipo modificagao pés-traducional.

4. Proteinas RHS

A grande familia multigénica que codifica proteinas RHS foi primeiramente
identificada em T. brucei e pode ser subdividida em seis subfamilias denominadas
RHS1 a RHS6, perfazendo um total de 128 codpias de genes/pseudogenes.
Proteinas RHS apresentaram localizagdo nuclear e perinuclear (Bringaud et al.,
2002). Em T. cruzi, abrange 752 genes na cepa CL Brener (557 pseudogenes) (El-
Sayed et al., 2005), os quais sdo mais frequentemente associados as regides
subtelomeéricas (19%) do que os que codificam TS (Moraes Barros et al., 2012).

Em relacdo a identificagdo de proteinas RHS putativas nos proteomas totais
de T. cruzi previamente publicados, apenas uma proteina RHS foi detectada em
epimastigotas da cepa Dm28c. O método para solubilizagdo de proteinas por
ureia/tioureia empregado e a analise por MS de baixo rendimento favoreceram
apenas a identificagcdo de proteinas soluveis e altamente concentradas (Parodi-
Talice et al., 2004). Em contrapartida, 399 proteinas RHS foram identificadas na
cepa Brazil quando consideradas todas as formas de vida do parasito, até porque foi
realizada uma analise proteémica de alto rendimento (Atwood et al., 2005). Em
epimastigotas da cepa G, a quantidade de proteinas RHS putativas identificadas
variou bastante entre as buscas: 4 na busca 1, 24 na busca 2 e 289 na busca 3.
Nessa ultima, o numero de identificacbes de proteinas RHS foi bastante dissonante
as outras buscas. Além disso, proteinas RHS foram preditas serem secretadas por
ambas as vias de secre¢ao em todas as trés buscas em bancos de dados realizadas
(Tabelas suplementares 1 a 6), o que diverge da localizagdo subcelular dessas
proteinas descrita em T. brucei.

5. Proteinas DGF-1

A quinta familia multigénica DGF-1 mais representativa engloba 565 genes
(136 pseudogenes), dos quais 12% foram encontrados nas regides subteloméricas
(Moraes Barros et al., 2012). Um trabalho mostrou que membros desta familia tém
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motivos conservados de adesina com similaridade a beta-7 integrina humana e séo
expressos na superficie de tripomastigotas das cepas G e Y (Kawashita et al., 2009).
Anticorpos anti-DGF-1.2 resultaram em uma marcagdo citoplasmatica em
tripomastigotas, epimastigotas e amastigotas, porém o sinal de fluorescéncia foi
mais forte nesses ultimos. Durante a diferenciagdo de tripomastigotas em
amastigotas dentro da célula mamifera, o pico da intensidade de fluorescéncia
apresentada na forma de pequenos corpos na periferia do parasito ocorre a 18 h
pos-infeccdo e diminui até desaparecer completamente a 40 h pos-infecgdo. Durante
a diferenciacao in vitro, também se observou uma marcacédo proxima a membrana
do parasito e DGF-1.2 foi secretada no meio de cultura (Lander et al., 2010).

Apesar da abundancia dos genes das familias RHS e DGF-1 no genoma de
T. cruzi, especialmente préximos aos teldmeros, proteinas codificadas por esses
genes ainda nado tiveram as fungdes biologicas elucidadas. Assim como para a
familia de proteinas RHS, os resultados da ultima busca para proteinas DGF-1
foram discrepantes em relagdo as outras: 7 na busca 1, 9 na busca 2 e 69 na busca
3.

6. gp63

A (glicoproteina de superficie gp63 ou leishmanolisina foi primeiramente
descrita em Leishmania spp., mas seus homoélogos também estdo presentes em
outros tripanossomatideos patogénicos, T. cruzi e T. brucei. gp63 sado codificadas
por genes altamente conservados arranjados in tandem. Metaloproteases
dependentes de zinco gp63 parecem ter influéncia na interagdo com receptores de
macrofagos (Russell, Talamas-Rohana e Zelechowski, 1989; Brittingham et al.,
1995), na sobrevivéncia intralisossomal (Chaudhuri et al., 1989), na resisténcia a lise
mediada pelo sistema complemento (Chaudhuri e Chang, 1988; Brittingham et al.,
1995) e a peptideos antimicrobianos (Kulkarni et al., 2006). Além disso, gp63
degradaram componentes da matriz extracelular, o que favoreceu uma rapida
migracgao do parasito (Mcgwire, Chang e Engman, 2003).

Em T. cruzi, estdo presentes 425 copias (251 pseudogenes) (El-Sayed et al.,
2005) e, assim, é observada uma expans&o massiva dessa familia de genes neste
tripanossomatideo. Ha indicativos de que gp63-similes de T. cruzi sdo importantes
na infeccdo da célula hospedeira, pois anticorpos contra Tcgp63 inibiram a infecgéao
de células mamiferas por tripomastigotas (Cuevas, Cazzulo e Sanchez, 2003;
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Kulkarni et al., 2009). 29 gp63-similes foram expressas e detectadas em todos os
estagios da cepa Brazil, exceto amastigotas (Atwood et al., 2005) e, no presente
proteoma da cepa G, apenas na busca no banco de dados de Trypanosoma spp. e

outros tripanossomatideos (n = 2).
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CONCLUSAO

O proteoma total de formas epimastigotas da cepa G de T. cruzi é o mais
abrangente até hoje disponivel, com a identificagdo de 2.947 proteinas pela busca
no banco de dados das cepas CL Brener e Sylvio X10/1 de T. cruzi (busca 3)
(Tabela 15). A obtencdo de uma quantidade maior de identificagbes por essa busca
em relagédo as outras buscas poderia estar relacionada ao emprego do algoritmo do
programa PEAKS em vez do Sequest e/ou a redundancia das sequéncias entre as
diversas espécies dos géneros Trypanosoma e Leishmania na busca 1, o que
atrapalhou o algoritmo. Houve uma enorme diferengca entre a quantidade de
identificagbes das buscas 2 (banco de dados de CL Brener) e 3, o que poderia estar
relacionado a utilizagdo de algoritmos diferentes e/ou a inclusdo das sequéncias da
cepa Sylvio X10/1 no banco de dados da busca 3. Na tentativa de esclarecer isso,
seria interessante refazer a busca 2 com a utilizacdo do PEAKS e também a busca 3

com o Sequest.

Tabela 15. Comparacgao entre o niumero de proteinas identificadas neste e em outros
proteomas totais previamente publicados de formas epimastigotas de T. cruzi.

Cepade T. cruzi Proteinas identificadas® Referéncia bibliografica
Berenice 18 Paba, Santana, et al. (2004)
Dm28c 25 Parodi-Talice et al. (2004)
Brazil 1.861 Atwood et al. (2005)
G° 1.460 Este trabalho
G° 953 Este trabalho
G* 2.947 Este trabalho

@ Numero de proteinas identificadas em cada andlise protedmica

® Busca no banco de dados de Trypanosoma spp. e outros tripanossomatideos
¢ Busca no banco de dados de T. cruzi CL Brener

4Busca no banco de dados de T. cruzi CL Brener e Sylvio X10/1

A busca 3 resultou na identificacdo de uma maior quantidade de membros
das principais familias multigénicas de T. cruzi, como TS, MASP, proteinas RHS e
DGF-1 e a busca 1 identificou representantes de todas as seis familias mais
representativas no genoma da cepa CL Brener. No caso especifico das TS, as
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identificamos nas buscas 1 e 3, enquanto que, em epimastigotas da cepa Brazil,
nenhuma TS foi detectada. Uma quantidade contundente de proteinas RHS e DGF-1
foi relacionada na busca 3, mas também estiveram presentes na lista de
identificacbes das outras buscas. MASP, mucinas e gp63 foram pouco
representadas em todas as buscas deste proteoma possivelmente em virtude das
glicosilagbes preditas para essas moléculas, fator limitante para a detecgdo dessas
em um extrato de proteinas solubilizadas por SDS. Como objetivamos realizar uma
analise protedmica global, n&o foi realizado nenhum tipo de enriquecimento para
modificagdes pos-traducionais especificas.

A proeminéncia dos resultados da busca 3 deve-se, também, a identificagdo
de diversas proteinas bem estudadas e consideradas como possiveis alvos de
drogas, como LAP, POP, OPB, catepsina B, cruzipaina e MTAF. Adicionalmente, a
utilizacdo do banco de dados de Trypanosoma spp. e outros tripanossomatideos
levou a identificacdo de diversas VSG, proteinas presentes em outros
tripanossomatideos como T. brucei, T. vivax e T. evansi, porém inexistentes em T.
cruzi.

A identificagdo de proteinas candidatas a diversas vias metabdlicas € outro
aspecto positivo do nosso proteoma. De modo unanime, a via de metabolismo de
purinas apresentou o maior numero de proteinas anotadas, o que correlaciona com
o estagio de vida do T. cruzi analisado, formas replicativas epimastigotas. Nas
buscas 2 e 3, a presenga das vias ciclo do acido citrico, metabolismo de prolina e
arginina, fosforilagdo oxidativa e glicolise entre as dez vias metabdlicas mais
abundantes em quantidade de anotagdes também esta em concordancia com o alto
requerimento energético de epimastigotas. Dessas quatro vias, a glicdlise figura
nessas listas de todas as trés buscas, resultado que provavelmente esta relacionado
a presenga de glicose no meio de cultura, a fonte preferencial de carbono para a
producédo de ATP em epimastigotas.

Em todas as analises, as proteinas preditas a serem secretadas pela via ndo
classica, na qual as proteinas sédo secretadas independentemente do RE e/ou Golgi,
predominaram sobre as secretadas pela via classica preditas. Deve-se considerar
que o algoritmo do SignalP ndo esta apto para identificar todos os peptideos-sinais
de T. cruzi, mas isso esta de acordo com outros dados da literatura. Assim, a
predicdo de muitas proteinas identificadas como secretadas demonstra que nosso
proteoma compreendeu uma grande diversidade de proteinas.
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Outro ponto positivo deste proteoma foi a identificacdo de potenciais
proteinas integrais de membrana, o que demonstra que a extracdo de proteinas
realizada foi bastante eficiente e resultou na identificacdo de uma ampla gama de
proteinas.

Portanto, consideramos a busca no banco de dados das cepas CL Brener e
Sylvio X10/1 de T. cruzi a mais satisfatoria.

Futuramente pretendemos realizar a montagem do genoma da cepa G cujo o
DNA gendmico ja foi sequenciado. Assim, esta analise protedmica auxiliara na
anotagao dos genes devido a identificacdo das fases abertas de leitura.

Este trabalho representa um avango consideravel no conhecimento do
conjunto de proteinas expressas em T. cruzi cepa G. No entanto, ainda ha muito o
que ser obtido nesta aventura de desvendar os verbos, proteinas, das diferentes
formas deste fantastico protozoario. E ainda restardo as perguntas acerca das
funcbes de cada uma destas milhares de proteinas tripanossémicas. Uma tarefa

para um mutirdo!
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APENDICE A. Tabelas suplementares da busca 1

Tabela suplementar 1. Proteinas putativas preditas para secregdo por via classica pelo

programa SignalP.

Descrigio®

Cédigo identificador®

75 kDa invariant surface glycoprotein (isg75)

Acid phosphatase

Amino acid permease-like protein
ATPase subunit 9

DNA repair and recombination protein
Mucin TecMUCII

Mucin-associated surface protein (MASP)

Mucin-like glycoprotein or protein
p63-1 surface protease homolog
Piwi-like protein 1
Proteophosphoglycan ppg4

Receptor-type adenylate cyclase

Retrotransposon hot spot (RHS) protein
Serine carboxypeptidase (CBP1)
Surface glycoprotein

T. brucei spp.-specific protein

Trans-sialidase (TS)

tRNA pseudouridine synthase A-like protein

Variant surface glycoprotein (VSG)

Q57VX5_TRYB2

Q38AR1_TRYB2

K2NAC7_TRYCR

Q4DDG2_TRYCC, C9ZS37_TRYB9

GOUBPO_TRYVY

Q4CMK8_TRYCC, Q4DNP7_TRYCC, Q4DYE7_TRYCC,
Q4E1Z0_TRYCC, Q4D1D0_TRYCC

K2MJD6_TRYCR, K2MQI2_TRYCR, Q4DT31_TRYCC,
Q4D4H9_TRYCC, Q4DABO_TRYCC, Q4E2A6_TRYCC,
Q4E201_TRYCC, Q4DLR4_TRYCC, Q4D521_TRYCC,
Q4CNE9_TRYCC, Q4CS52_TRYCC
K2M2H7_TRYCR, 015779_TRYCR

GOUC84_TRYVY

GOU5MO_TRYVY

FOWQI2_TRYVY

Q57WZ8_TRYB2, FOWRK6_TRYVY, GOTUP8_TRYVY,
FOWUQ7_TRYVY

Q4CPY3_TRYCC

GOU597_TRYVY

Q4W4T2_TRYRA

C9ZY57_TRYB9

K2MQE5_TRYCR, K2M785_TRYCR, K2M735_TRYCR,
K4DVQ9_TRYCR

K2NR90_TRYCR

Q4FKU4_TRYB2, Q57XG6_TRYB2, Q4FKF4_TRYB2,
Q57X36_TRYB2, Q387P1_TRYB2, Q380W7_TRYB2,
Q4FKRO_TRYB2, Q380X9_TRYB2, Q38G44_TRYB2,
Q38G45_TRYB2, Q380X5_TRYB2, Q571X1_TRYBR,
Q571V7_TRYBB, A5JS52_9TRYP, Q57WM4_9TRYP,
QIGYV4_9TRYP, A5JS53_9TRYP, C9ZQ05_TRYBY,
C9ZJV0_TRYB9, FOWAF3_TRYCI, FOWHB2_TRYCI,
FOWJD3_TRYCI, FOWFI6_TRYCI, FOWGJO_TRYCI,
FOW755_TRYCI, FOWATO_TRYCI, FOW7A5_TRYCI,
FOWUD5_TRYVY, Q26979 _TRYCO

@ Descricdo da proteina anotada proveniente do Uniprot

® Nome de entrada ou ID do Uniprot
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Tabela suplementar 2. Proteinas putativas preditas para secreg¢ao por via ndo classica

pelo programa SecretomeP.

(continua)

Descrigio®

Cédigo identificador®

3,2-trans-enoyl-CoA isomerase

33 kDa inner dynein arm light chain

50S ribosomal protein L7Ae

AAA ATPase

ABC transporter

Acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial
Adenylosuccinate lyase

ADP/ATP mitochondrial carrier protein
Amastin

Amino acid transporter

Ankyrin repeat protein

Arginase

ATP-dependent RNA helicase
ATP-NAD kinase-like protein

Beta transducin-like protein

Calmodulin or calmodulin-like protein
Calpain-like cysteine peptidase

Carrier protein

Cation transporter

Centrin

Chaperone protein DNAj
Cholinephosphate cytidylyltransferase A
Coatomer subunit gamma

Complement regulatory protein
Conserved SH3 domain protein
Conserved zinc-finger protein
Cop-coated vesicle membrane protein
Cop9 signalosome complex subunit
CYC2-like cyclin

Cytosolic leucyl aminopeptidase
Dihydrolipoamide dehydrogenase, point
mutation

Dipeptidyl-peptidase 8-like serine peptidase
Diphthine synthase

Dispersed gene family protein 1 (DGF-1)

GOTTQ2_TRYVY

K2LYG6_TRYCR, Q4D1F5_TRYCC, GOUXV3_TRYCI
Q4DTK4_TRYCC

GOVOC1_TRYCI

GOUZS8_TRYCI, GOU9M4_TRYVY, GOUAKO_TRYVY
GOUR95_TRYCI

GOU2G5_TRYVY

GOTYL3_TRYVY

K4E706_TRYCR

Q57V81_TRYB2, K2MMV7_TRYCR, GOUSE1_TRYCI,
GOTZY3_TRYVY, GOU9A8_TRYVY
GOUSC3_TRYVY

Q581Y0_TRYB2

GOUB40_TRYVY

GOTYY4_TRYVY

GOUB29_TRYVY

GOU2A2_TRYVY, K4E482_TRYCR
Q4CV42_TRYCC

K2MVR5_TRYCR

GOUCB5_TRYVY

Q4DBB8_TRYCC

GOUQA9_TRYCI, GOU416_TRYVY, GOTYT7_TRYVY
GOUY44_TRYCI

GOUD96_TRYVY

K4DM44_TRYCR

GOTX63_TRYVY

GOTX23_TRYVY

GOU938_TRYVY

GOU761_TRYVY

GOU860_TRYVY

GOURS4_TRYCI

GO0TZQ1_TRYVY

GOUBY5_TRYVY
GOTUV9_TRYVY
Q4CKE7_TRYCC, K4DV97_TRYCR, K4DJ35_TRYCR,
K4EC51_TRYCR, K4DTT1_TRYCR, K4ADMB4_TRYCR
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Tabela suplementar 2. Proteinas putativas preditas para secreg¢ao por via ndo classica

pelo programa SecretomeP.

(continuacgéao)

Descrigio®

Cédigo identificador®

DNA repair and recombination helicase
protein PIF1

DNA repair helicase and transcription factor
protein

DNA-directed RNA polymerase Il

Dual specificity protein phosphatase
Dynein intermediate chain

Dynein light chain

Electron transfer protein

Elongation of very long chain fatty acids
protein

Endoplasmic reticulum oxidoreductin
Endoribonuclease

Endosomal integral membrane protein
Endosomal trafficking protein RME-8
Ethanolamine phosphotransferase
Eukaryotic translation initiation factor 3
subunit G

Exportin 1

Farnesyltransferase

FG-GAP repeat protein
Flagellum-adhesion glycoprotein

Formin A

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Glycerol-3-phosphate dehydrogenase
Glycosyl transferase-like protein
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor
Glycosyltransferase family 28 protein
GTP binding protein

Guanine nucleotide-binding beta subunit-like
protein

Helicase

Histone deacetylase 2
Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase

Inositol polyphosphate 1-phosphatase

Iron-containing hydrogenase

GOUR10_TRYCI

GOU9E8_TRYVY

GOUY95_TRYCI
GO0TZG6_TRYVY
GOTRW8_TRYVY
GOU890_TRYVY
GOTXN5_TRYVY
GOTV10_TRYVY

GOU171_TRYVY
GOU9Q7_TRYVY
K2MRS2_TRYCR
GOTX19_TRYVY
K2NNJ7_TRYCR
GOTU72_TRYVY

GOUBU7_TRYVY
GOTZNO_TRYVY
GOTZB7_TRYVY
GOUOYO_TRYVY
Q4QE97_LEIMA

GOU2V4_TRYVY

GOUIVO_TRYCI, GOTR30_TRYVY

GOUCN3_TRYVY
GOTU70_TRYVY
GOTWL3_TRYVY

GOUJE3_TRYCI, GOUL50_TRYCI

Q385S8_TRYB2

C9ZQA9_TRYB9
GOU975_TRYVY
GOU5D5_TRYVY

GOTZN1_TRYVY
DOA4K1_TRYB9
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Tabela suplementar 2. Proteinas putativas preditas para secreg¢ao por via ndo classica

pelo programa SecretomeP.

(continuacgéao)

Descrigio®

Cédigo identificador®

Kinesin

Kinetoplast DNA-associated protein
Kynureninase

Lactoylglutathione lyase-like protein
Leucine-rich repeat protein (LRRP)

Lipin

Major facilitator superfamily protein (MFS)
Major surface protease
Mannosyltransferase

Mercaptopyruvate sulfurtransferase
Mitochondrial carrier protein
Mitochondrial elongation factor G

MP81

Mucin TecMUCII

Mucin-associated surface protein (MASP)

Mucin-like glycoprotein

Multidrug resistance protein A
NAD-dependent deacetylase

Nucleic acid binding protein

Nucleolar RNA-binding protein
Nucleoside phosphorylase

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Phosphatidic acid phosphatase protein
Phosphatidylinositol 3-related kinase
Phosphatidylserine decarboxylase
Phosphoinositide-specific phospholipase C
Phospholipid transporting ATPase-like
protein

Phosphoribosylpyrophosphate synthetase
Phosphotransferase

Polynucleotide kinase 3'-phosphatase
Predicted zinc finger protein

Procyclic form surface glycoprotein
Protein kinase

Protein phosphatase methylesterase 1

Q4DI76_TRYCC, K4ADWY3_TRYCR
Q381E6_TRYB2

GOUTE1_TRYCI

Q4D7B4_TRYCC

GOUYI7_TRYCI, GOUVT3_TRYCI, GOTZH4_TRYVY,
FOWTW8_TRYVY

GOUQH2_TRYCI

GOUBV1_TRYVY, GOUYFO_TRYCI
M1FV55_TRYRA

GOTX00_TRYVY

GOUQLY_TRYCI

GOTVCY_TRYVY, GOUOR9_TRYVY
GOUBF2_TRYVY

Q6T429_TRYCR

K4DSJ3_TRYCR

K2M445_TRYCR, KADWD2_TRYCR, K4DIP3_TRYCR,
K4E839_TRYCR

K2MVLO_TRYCR

GOUOF8_TRYVY

Q4CNV0O_TRYCC

K2N9Z3 TRYCR

Q4DHV9_TRYCC

GOUS35_TRYCI, GOU124_TRYVY
GOTY50_TRYVY

C9ZZW0_TRYB9

Q4DJT9_TRYCC, KADNM3_TRYCR
Q38DZ5_TRYB2

GOUBF3_TRYVY

GOU8BH6_TRYVY

Q57ZX2_TRYB2

Q385M0_TRYB2

GOTWGY_TRYVY

GOU2T1_TRYVY

GOU835_TRYVY

K2MZG2_TRYCR, FOWN97_TRYVY
GOUBT5_TRYVY
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Tabela suplementar 2. Proteinas putativas preditas para secregao por via nao classica pelo

programa SecretomeP.

(continuacgéo)

Descrigio®

Cédigo identificador®

Pseudouridylate synthase

Ras-related GTP-binding protein

Receptor-type adenylate cyclase GRESAG 4

Regulator of chromosome condensation
Retrotransposon hot spot (RHS) protein
Rhomboid-like protein

RNA polymerase B subunit RPB8
RNA-binding protein

RNasePH-like protein

Serine/threonine protein kinase

Small nuclear ribonucleoprotein SmD3
SNF2 DNA repair protein

Squalene monooxygenase

Surface protease gp63

Syntaxin

T. brucei spp.-specific protein

T. congolense-specific, putative cell surface-

expressed gene family
Target of rapamycin
Thymidine kinase

TPR-repeat-containing chaperone protein

DNAJ

Trans-sialidase (TS)

tRNA-methyl transferase
Tubulin-tyrsoine ligase-like protein
Ubiquitin

Ubiquitin activating enzyme

GOUTI6_TRYCI
GOU8H2_TRYVY

FOWMJ7_TRYVY

GOTXR8_TRYVY

K2NLF6_TRYCR, FOWVV7_TRYVY
GOUOB5_TRYVY

GOUC34_TRYVY

GOU842_TRYVY, GOUOY9_TRYVY

GOUJ16_TRYCI

GOUVI7_TRYCI, GOURC1_TRYCI, K4E2G5_TRYCR
Q4DX43_TRYCC

GOUBS6_TRYVY

GOUAL6_TRYVY

K2M384_TRYCR, K4DJ96_TRYCR
Q388D5_TRYB2, Q8S4W2_PHYIN
DOA7Y2_TRYB9, C9ZZQ6_TRYB9, DOAA20_TRYB9
FOW4N7_TRYCI

K4EBX0_TRYCR
FOWAY4_TRYCI
GOUBG7_TRYVY

K2NWDO0_TRYCR, K2MYQ4_TRYCR, K2NJQ9_TRYCR,
K2LU45_TRYCR, K2NBE9_TRYCR, K2M324_TRYCR,
K2NN88_TRYCR, K2NM96_TRYCR, K2N3M2_TRYCR,
K2PEX6_TRYCR, K2MW42_TRYCR, K2MWI6_TRYCR,
K2MHH2_TRYCR, K2N4I7_TRYCR, Q4DR51_TRYCC,
Q4DSY7_TRYCC, Q4E222 TRYCC, Q4D349_TRYCC,
Q4DAK1_TRYCC, Q4DGS3_TRYCC, Q4CKL4_TRYCC,
Q4DYT7_TRYCC, K4DQI5_TRYCR, K4DRUO_TRYCR,
K4EAY0O_TRYCR, K4DSK4_TRYCR, K4DS27_TRYCR,
K4DJC1_TRYCR, K4AE9H7_TRYCR, KAECF8_TRYCR,
K4DWC7_TRYCR

GOUOB6_TRYVY

GOUBN5_TRYVY

Q4CNV2_TRYCC

GOTRW6_TRYVY, GOU237_TRYVY
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Tabela suplementar 2. Proteinas putativas preditas para secreg¢ao por via nao classica

pelo programa SecretomeP.

(conclusao)

Descrigio®

Cédigo identificador®

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
Ubiquitin-conjugating enzyme-like
Ubiquitin-protein ligase

UDP-galactose transporter
UDP-glucuronic acid/UDP-N-
acetylgalactosamine transporter
UDP-sugar pyrophosphorylase

Vacuolar protein sorting complex subunit
Vacuolar proton-ATPase-like protein
Variable surface glycoprotein

Variant surface glycoprotein (VSG)

Zinc carboxypeptidase

K2NP27_TRYCR
Q4D439_TRYCC
GOU7Q4_TRYVY
K2N909_TRYCR
K4E8J5_TRYCR

Q4QE75_LEIMA

GOUY66_TRYCI

Q4DY50_TRYCC

Q968L1_TRYEV

G1CRM2_9TRYP, Q380Y0_TRYB2, Q38G27_TRYB2,
Q380U6_TRYB2, Q4FKR1_TRYB2, Q4FKK6_TRYB2,
Q4FKS4_TRYB2, Q4FKL1_TRYB2, Q4FKC8_TRYB2,
Q4FKL6_TRYB2, B3GVR3_TRYBB, C9ZKT0_TRYB9,
FOWFY6_TRYCI, FOWAB9_TRYCI, FOWCQ2_TRYCI,
FOWDK7_TRYCI, FOW865_TRYCI, FOWD08_TRYCI,
FOWFL2_TRYCI, FOWD34_TRYCI, FOWJBO_TRYCI,
FOWR09_TRYVY, FOWQ58_TRYVY
GOUCS1_TRYVY, GOTU56_TRYVY

@ Descricdo da proteina anotada proveniente do Uniprot

® Nome de entrada ou ID do Uniprot



178
APENDICE B. Tabelas suplementares da busca 2

Tabela suplementar 3. Proteinas putativas preditas para secregao por via classica.

Descrigao® Cédigo identificador®
2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component Q4CTES, Q4DKY2
3,2-trans-enoyl-CoA isomerase Q4CRI1
60S ribosomal protein Q4E2Y1, Q4D531
Acyl-CoA dehydrogenase Q4DLR8, Q4DF20
Aspartate aminotransferase Q4D1Q4
ATP synthase Q4CNRG6
ATP-dependent Clp protease subunit Q4DTH5
Calreticulin Q4CPZ0, Q4DDX3
COP-coated vesicle membrane protein erv25 Q4E4C4
Cytochrome c oxidase assembly factor Q4CUNS8
Cytochrome-B5 reductase Q4CM25
Dihydrolipoamide acetyltransferase Q4DYI15, Q4DZT8
Dispersed gene family protein 1 (DGF-1) Q4E3G7, Q4CWM9, Q4DXG7
DnadJ chaperone protein Q4DMC3
Dynein light chain Q4CZW3
Electron-transfer-flavoprotein Q4DCB8
Glucose-regulated protein 78 Q4D620
Glutaredoxin-like protein Q4D0D1
Heat shock protein Q4DO0L7, Q4E2Q2
Kinesin Q4DIGO
Lectin Q4D030
Lipophosphoglycan biosynthetic protein Q4DW89
Mitochondrial DNA polymerase | protein B Q4DSW2
NADH-dependent fumarate reductase Q4CYX1
p22 protein Q4E0T1
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Q4CXV1, Q4D932
Pitrilysin-like metalloprotease Q4DU56
Protein kinase-like protein Q4DQP8
Protein transport protein sec31 Q4EO0PO
Pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit Q4DB91
Retrotransposon hot spot (RHS) protein Q4DKMO0, Q4CYY4, Q4CXF4, Q4D1V4,

Q4DzC9
RNA-binding protein Q4DY30
Serine/threonine protein kinase Q4E2L0
Signal recognition particle protein Q4D940
Translation initiation factor IF-2 Q4DX02
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 Q4CLZ1
Urocanate hydratase Q4D9S6

Vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1  Q4DGG5

@ Descricdo da proteina anotada proveniente do Uniprot
® Numero de acesso do Uniprot
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Tabela suplementar 4. Proteinas putativas preditas para secregdo por via nao

classica. (continua)
Descrigio® Cédigo identificador®
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase Q4DTEO
10 kDa heat shock protein Q4DFA8
2-hydroxy-3-oxopropionate reductase Q4DFE2
2-oxoglutarate dehydrogenase Q4D1R9
25 kDa translation elongation factor 1-beta Q4CQA2
26S proteasome regulatory non-ATPase subunit Q4CND5
3-ketoacyl-CoA thiolase Q4D7M6
3-oxo0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase Q4CM68
3,2-trans-enoyl-CoA isomerase Q4CTQ3
408 ribosomal protein Q4CTR5, Q4CRH9, Q4D615, Q4DK39,

Q4E093, Q4DFU6, Q4DTQ1, Q4DW38,
Q4D5P4, Q4E0Q3, Q4DSUO, Q4CQ63
60S ribosomal protein Q4DD50, Q4D3B0, Q4E661, Q4D7A0,
Q4CRXS5, Q4DZP2, Q4DKZ4, Q4E2W6,
Q4EO0P2, Q4DST7, Q4DN72, Q4CQW2,
Q4CPG4, Q4CU61, Q4DIV9, Q4DNZ7,

Q4CRI7
69 kDa paraflagellar rod protein Q4DIF6
ABC transporter Q4CX07, Q4DAY6, Q4DWA3
Acetyl-CoA synthetase Q4DYN2
Acetylornithine deacetylase-like Q4D7V2
Acetyltransferase Q4DEI2
Activated protein kinase C receptor Q4DTN2
Acyl-CoA dehydrogenase Q4DK44
Acyiltransferase Q4E308
Adenine phosphoribosyltransferase Q4DNZ3, Q4DNz4
Adenosine kinase Q4CVK9
Adenylate kinase Q4D818
Adenylosuccinate synthetase 2 Q4CWX1
ADP-ribosylation factor GTPase activating protein 1 Q4CTU1
ADP, ATP carrier protein 1 Q4DD13
Alcohol dehydrogenase Q4DY23
Alpha tubulin Q4CLA1
Aminopeptidase Q4D5P1
Asparaginyl-tRNA synthetase Q4E595
ATP-dependent Clp protease subunit Q4CLP1, Q4CRWO
ATP-dependent RNA helicase Q4DRK9, Q4DH96, Q4D640

ATP-dependent zinc metallopeptidase Q4DJU4
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Tabela suplementar 4. Proteinas putativas preditas para secregido por via nao

classica. (continuagéo)
Descri¢ao® Cédigo identificador®

Basic transcription factor 3a Q4CYN3

Beta prime C Q4DAM1

Beta tubulin Q4DQP2

Biotin/lipoate protein ligase Q4CPE2

Calcium channel protein Q4DZ99

Calcium motive p-type ATPase Q4DuU38

Calcium-translocating P-type ATPase Q4DIM7

Calpain cysteine peptidase Q4DQN6

Calpain-like cysteine peptidase Q4CYU3, Q4CXJ8, Q4DQN5, Q4EO0D8

Carnitine/choline acetyltransferase Q4DKK5

Casein kinase Q4CSPO

Cation-transporting ATPase Q4DK98

Centrin Q4CTH2

Chaperonin Q4E151

Citrate synthase Q4CVJ5

Co-chaperone GrpE Q4CPPO

Coatomer beta subunit Q4CW60

Coatomer epsilon subunit Q4CP08

Cofilin/actin depolymerizing factor Q4CVE9

Copper homeostasis protein Q4CRX3

Cystathione gamma lyase Q4DUGS8

Cytochrome b-domain protein Q4DJQ7

Cytochrome ¢ Q4CVv48

Cytochrome c oxidase subunit IV Q4E2P2

Cytochrome c oxidase subunit V Q4D214

Cytoskeleton-associated protein CAP5.5 Q4CPO00, Q4DJS7

Cytosolic leucyl aminopeptidase Q4D4Y0

D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase-protein  Q4DAE1

Dipeptidyl-peptidase 8-like serine peptidase Q4CX66

Dispersed gene family protein 1 (DGF-1) Q4CZM4, Q4CQN2, Q4CQT3, Q4CSQ4,

Q4DSY5, Q4DH83

DNAK protein Q4DGLO

Dynein arm light chain Q4DLN1

Dynein heavy chain Q4CRR4

Dynein intermediate chain Q4D4E6

Electron transfer flavoprotein Q4DR32

Elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma) Q4CXW2
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Tabela suplementar 4. Proteinas putativas preditas para secre¢ao por via nao classica.

(continuacgéo)

Descrigao®

Cédigo identificador®

Endo-beta-N-acetylglucosaminidase
Endosomal trafficking protein RME-8
Enoyl-CoA hydratase

Eukaryotic initiation factor 5a

Eukaryotic release factor 3

Eukaryotic translation initiation factor elF-4E
Farnesyl pyrophosphate synthase

Fatty acid desaturase

Fatty acid elongase

Fibrillarin

Formin C

Gimb5A protein

Glucosamine-6-phosphate isomerase
Glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase
Glucose transporter

Glutamate dehydrogenase
Glutamine-dependent carbamoyl-phosphate synthetase
Glutathione peroxidase
Glutathione-S-transferase/glutaredoxin
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
Glycosomal malate dehydrogenase
Glycosomal membrane protein

GMP synthase

GTP-binding nuclear protein rtb2

Guanine deaminase

Guanylate kinase

Heat shock 70 kDa protein

Heat shock protein DnaJ

Helicase

High mobility group protein

Histone H2B

Histone H3

Homoserine kinase

Hslvu complex proteolytic subunit-like

I/6 autoantigen

IgE-dependent histamine-releasing factor
Immunodominant antigen

Importin beta-1 subunit

Q4DJ21

Q4DT81

Q4CKX1, Q4DMX9
Q4E4N4
Q4CXW9

Q4D511

Q4DFM3
Q4CKQ6
Q4DUK®6

Q4DzU7

Q4D3C2

Q4CR48

Q4DD39

Q4DZz02

Q4CKT5

Q4D5C2

Q4D6X8

Q4DEJ5

Q4D776
Q4DCN9, Q4DZT1
Q4DDK8, Q4DRD8
Q4CYY9, Q4D418
Q4E1D4

Q4DIB9

Q4D711

Q4E4D6
Q4DXG9, Q4CVR9, Q4DTM8, Q4DTM9
Q4E4K5, Q4D832
Q4CSN6

Q4D714

Q4CTD7
Q4CWE9
Q4CME2

Q4D729

Q4DFL2

Q4CW52

Q4D528

Q4Dz97
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Tabela suplementar 4. Proteinas putativas preditas para secre¢ao por via nao classica.
(continuacgéo)

Descrigio® Cédigo identificador®
Isoform 2 of Proline racemase A Q4DA80-2
Katanin Q4DLN7
Kinesin Q4DRD6, Q4DDL0, Q4E3N3, Q4DOKS,
Q4EOR3
Kinetoplast DNA-associated protein Q4CXF1, Q4CN27
Kinetoplastid membrane protein KMP-11 (Fragment) Q4D3A5
LA RNA binding protein Q4DYI6
Lanosterol synthase Q4E2Y7
Leucyl-tRNA synthetase Q4CL52
Lipophosphoglycan biosynthetic protein Q4D253
Lysophospholipase Q4DA08
Malate dehydrogenase Q4DXL5, Q4CTR7
MCAK-like kinesin Q4DFR8
Methionyl-tRNA synthetase Q4D6H2
Mevalonate kinase Q4DJT8
Microtubule-associated protein Q4CMT2
Mitochondrial carrier protein Q4D8C1
Mitochondrial oligo_U binding protein TBRGG1 Q4D590
Mitochondrial phosphate transporter Q4DJJ9
Mitochondrial processing peptidase Q4DPR3
Mitochondrial RNA binding protein 1 Q4DO0R4
Mitochondrial RNA-binding protein 2 Q4E544
Myo-inositol-1-phosphate synthase Q4DFC2
Myosin heavy chain Q4CNB2
NADH-dependent fumarate reductase Q4D779
Nascent polypeptide associated complex subunit Q4D9L7
Nitrilase Q4D9K8
Nuclear pore complex protein (NUP155) Q4E149
Nucleobase transporter Q4DHGO
Nucleoside phosphorylase Q4DKS7, Q4DAD9
NUP-1 protein Q4DB82
P-type H+-ATPase Q4CQ52, Q4CRY5, Q4DE37
p21 antigen protein Q4CSP8
Pantothenate kinase subunit Q4DHB2
Paraflagellar rod protein 3 Q4D634
Peptidase M20/M25/M40 Q4DGX6
Peptidase T Q4DPI6

Peptide methionine sulfoxide reductase Q4DK88
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Tabela suplementar 4. Proteinas putativas preditas para secregao por via ndo classica.

(continuacgéo)

Descrigao®

Cédigo identificador®

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Peroxin-2

Peroxisomal membrane protein 4

Peroxisome targeting signal 1 receptor
Phosphoacetylglucosamine mutase
Phosphomannomutase

Poly(A) polymerase

Poly(A)-binding protein

Prohibitin

Prolyl oligopeptidase

Prostaglandin F synthase

Prostaglandin F2alpha synthase

Proteasome activator protein PA26
Proteasome alpha 2 subunit

Proteasome beta 3 subunit

Proteasome regulatory ATPase subunit 3
Proteasome regulatory non-ATPase subunit
Proteasome regulatory non-ATPase subunit 7
Proteasome regulatory non-ATPase subunit 8
Proteasome subunit beta type

Protein kinase

Protein transport protein Sec24C

Protein tyrosine phosphatase

Pumilio/PUF RNA binding protein 2
Pumilio/PUF RNA binding protein 6
Pyrroline-5-carboxylate synthetase-like protein
Pyruvate dehydrogenase E1 component alpha subunit
Quinone oxidoreductase

Rab7 GTP binding protein

Ras-related protein rab-5

Retrotransposon hot spot (RHS) protein
Ribose 5-phosphate isomerase

Ribosomal P protein AGP2beta-1

Ribosomal protein

RNA-binding protein
RNA-editing complex protein

Serine/threonine protein kinase

Q4E4L9, Q4CU89
Q4E2J8

Q4DBE4
Q4DPQ9

Q4DA33

Q4E4A3, Q4DEEG6
Q4DA83

Q4E4V0

Q4D8I7

Q4E132

Q4DJo7

Q4E4V7, Q4CNI1
Q4CPR5
Q4CKY8
Q4DHA9
Q4DWO08
Q4CSX5

Q4E268

Q4DH98

Q4EOL9

Q4DMI7

Q4D7L4

Q4D674, Q4CTD5
Q4DL20

Q4D0T3

Q4CVK6

Q4DL16

Q4DTF4

Q4E4T4

Q4D504
Q4DWU4
Q4DBP9
Q4CVQ5
Q4E5H8, Q4D604, Q4E581, Q4D6N9,
Q4CUCS8
Q4CXT3, Q4D3A9, Q4DCC7
Q4D022

Q4DDT6
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Tabela suplementar 4. Proteinas putativas preditas para secregao por via nao classica.

(conclusao)

Descrigao®

Cédigo identificador®

Serine/threonine-protein phosphatase
Short chain 3-hydroxyacyl-coa dehydrogenase
Small GTP-binding protein Rab1

Small Rab GTP binding protein

Sterol 24-c-methyltransferase

Sterol C-24 reductase

Succinyl-CoA synthetase alpha subunit
Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase
Superoxide dismutase

Thioredoxin-like protein

Transketolase

Tricarboxylate carrier

Trifunctional enzyme alpha subunit
Trypanothione reductase

Tryparedoxin

Tryparedoxin peroxidase
Tubulin-tyrosine ligase-like protein
U-box domain protein

U-rich RNA-binding protein UBP-2
Ubiquitin

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
Ubiquitin fusion degradation protein 2
Ubiquitin hydrolase

Ubiquitin ligase

Ubiquitin-activating enzyme E1

Uracil phosphoribosyltransferase

UV excision repair RAD23-like protein
Vacuolar-type Ca2+-ATPase
Vesicle-associated membrane protein
Vesicle-fusing ATPase

Vesicule-associated membrane protein

Q4DDM9
Q4DMG1, Q4DZT0
Q4CZRO

Q4DSV2

Q4CM63

Q4DIV5

Q4E216

Q4DO0L3

Q4DCQ3, Q4DI29
Q4DDZ3

Q4DU82, Q4CW17
Q4CVF7
Q4CWB6
Q4CcMQ7

Q4D1B8

Q4CX87, Q4CM56
Q4DRNM

Q4DW87, Q4D7U8
Q4E1N4

Q4CNV2

Q4E680

Q4EO0T5

Q4DFD2

Q4D6V3, Q4DFS7
Q4DRK7, Q4D7C0O
Q4E301

Q4CYX4

Q4E3S6

Q4DDNS8, Q4DP28
Q4D5R2

Q4DO0X1

@ Descricdo da proteina anotada proveniente do Uniprot

® Ntimero de acesso do Uniprot



185

APENDICE C. Tabelas suplementares da busca 3

Tabela suplementar 5. Proteinas putativas preditas para secregao por via classica.

(continua)

Descrigao®

Cédigo identificador®

10 kDa heat shock protein
2-oxoglutarate dehydrogenase
2-oxoisovalerate dehydrogenase
3,2-trans-enoyl-CoA isomerase
408 ribosomal protein

60S ribosomal protein

Acyl-CoA dehydrogenase
ADP-ribosylation factor

Aspartate aminotransferase

ATP synthase subunit alpha
ATP-dependent Clp protease subunit

Basic transcription factor 3a

Beta galactofuranosyl glycosyltransferase

Calreticulin

Carbonic anhydrase-like protein
Cathepsin B-like protease

COP-coated vesicle membrane protein
Copper homeostasis protein

Cruzipain

Cysteine peptidase

Cysteine synthase

Cytochrome c oxidase assembly factor
Cytochrome-b5 reductase
Dihydrolipoamide acetyltransferase
Dipeptidyl-peptidase

Dispersed gene family protein 1 (DGF-1)

dTDP-glucose 4,6-dehydratase
Dynein light chain

Electron transfer flavoprotein
Eukaryotic initiation factor 4a
Fibrillarin

Flagellar calcium-binding protein

Q4D000

K4DRJ2, Q4CTES, Q4DKY2

K4EBU1, K4DW66

K4E5W6

Q4CP93, Q4D7C8

Q4CSS8, Q4D7Y0, Q4E4RO0, Q4E4R1,
K4E9F6, Q4E2Y1, Q4DI49, Q4E3R2,
Q4D531, Q4DJ32

Q4DLRS8, Q4DYZ3

Q4DL77

K4EA87, Q4D1Q4

K4E934

K4EBZ4

Q4D103

Q4DINO

K4E613

Q4CVY4

061066

K4EBJ8, Q4CU63, Q4DJZ3, K4AE084
K4EAR4

Q4DWO02

Q4CMUG, Q4E0J7

K4E8EO

K4DQP9

K4E3X5

K4DVJ5, K4DZZ0, Q4DZT8

K4E7R5

Q4CSJ3, Q4CWM9, Q4CTS2, Q4CSI0,
Q4CNE4, Q4CMY8, Q4CMN7, Q4D259,
Q4D5T8, Q4DVR7, Q4DQ05, Q4DJP4,
Q4DJA7, Q4D8Y4, Q4DXG7, Q4D1G6,
Q4D335, Q4DQA7

K4DRPO

Q4CZW3, Q4DN14

K4E9MO, Q4DG52

Q4EOF6

Q4DGF1

K4EAZ1
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Tabela suplementar 5. Proteinas putativas preditas para secregao por via classica.

(continuacgéo)

Descrigao®

Cédigo identificador®

Flagellum-adhesion glycoprotein
Glucose-regulated protein 78

Glycerol kinase
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor
Golgi/lysosome glycoprotein

Heat shock protein HsIVU - ATPase subunit HslU

Heat shock protein

Histone H3

Inositol polyphosphate 1-phosphatase
Kinesin

Lanosterol 14-alpha-demethylase
Lectin

Lipophosphoglycan biosynthetic protein

Lysosomal alpha-mannosidase

Lysosomal/endosomal membrane protein p67

Membrane-bound acid phosphatase
Mitochondrial DNA polymerase beta-PAK
Mitochondrial DNA polymerase | protein B
Mitochondrial DNA polymerase | protein C
Mitochondrial processing peptidase
NADH-dependent fumarate reductase
OSM3-like kinesin

p22 protein

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Phosphoglycerate mutase

Pitrilysin-like metalloprotease
Poly(ADP-ribose) polymerase

Protein disulfide isomerase

Protein kinase

Protein transport protein Sec24C

Protein transport protein Sec31
Ras-related GTP-binding protein

Reiske iron-sulfur protein

Reticulon-like protein

Retrotransposon hot spot (RHS) protein

K4EDX3

K4DT97

K4DXG8

K4E4M2

K4DLS7

K4E7U0, Q4DEP1

K4DYB4, Q4E2Q2

Q4CZH3

K4E710

K4DTK2

K4EAL9

Q4DHUO0, Q4D030

Q4D7V0, Q4DW89

K4E2E6

K4E8C9

K4EG6J4

K4DKO04, Q4E023

K4E810, Q4DSW2

Q4D7R3

Q4DB63

K4DZP3, Q4CYX1

K4EB74

Q4EO0T1

Q4DPB9, Q4CXV1, Q4D7C3, Q4D932
K4DR72

K4DLV5

K4DJLO

K4E7C1, K4E1S3

K4E713

K4DYN7

K4E9C7, Q4EOPO

Q4E5H4

K4EA56, Q4DS82

K4E4U7

K4E7K3, K4E7J6, K4DSI14, Q4DZC9,
Q4CQQO0, K4E9C1, KADNJO, K4DJ48,
Q4DKMO0, Q4D8B1, Q4D1V4, Q4CQBS,
Q4EO010, Q4CXF4, Q4CYY4, Q4D9NS,
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Tabela suplementar 5. Proteinas putativas preditas para secregao por via classica.

(conclusao)

Descrigao®

Cédigo identificador®

Retrotransposon hot spot (RHS) protein (cont.)
Ribonucleoprotein p18

RNA helicase

RNA-binding protein

Serine carboxypeptidase (CBP1)
Solanesyl diphosphate synthase

Squalene monooxygenase

Succinate dehydrogenase

Thioredoxin

Tob55

Transcription modulator/accessory protein
Transport protein particle (TRAPP) subunit
Ubiquitin-conjugating enzyme E2

UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent

glycosyltransferase

Urocanate hydratase

Q4CU66, Q4D1Y4, Q4D8RO, Q4DM59
Q4CZG5

K4E8G4

K4DKY5, K4ADQW8, Q4DCC6
K4DS29

D9YN59

K4E4U2

K4E5H9

K4E390, Q4DP22

K4DT74

K4E9MS

Q4D2W2

Q4CLZ1

K4E6V6, Q4D4NO, Q4CTY1, Q4CNJ4,
Q4CPP7, Q4DR76, Q4CMM5, Q4CP14,
Q4CSG1

Q4D9S6

Vacuolar-type proton translocating pyrophosphatase 1  KAEGE7

@ Descricdo da proteina anotada proveniente do Uniprot
® Ntimero de acesso do Uniprot
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Tabela suplementar 6. Proteinas putativas preditas para secregao por via nao classica.

(continua)
Descrigao® Cédigo identificador®
1,2-dihydroxy-3-keto-5-methyithiopentene dioxygenase Q4CVG3, K4DZ96
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase K4E3R6
10 kDa heat shock protein Q4DFBO, Q4DFAS8
2-aminoethylphosphonate:pyruvate aminotransferase =~ K4DWU9
2-hydroxy-3-oxopropionate reductase K4E5F1
2-oxoisovalerate dehydrogenase K4DNB1
25 kDa translation elongation factor 1-beta Q4CQA2, K4E3I1, Q4DG86
26S proteasome regulatory non-ATPase subunit K4DJNG6
3,2-trans-enoyl-CoA isomerase K4DXD8
3-oxo0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase Q4CM68, KADWA1
40 kDa cyclophilin Q6V7K6, Q4E4G0
40S ribosomal protein Q4CTRS5, Q4DQ35, Q4D0U7, Q4CRHS9,

Q4D4L4, Q4CWD6, Q4D615, Q4DGZ5,
Q4EONG6, Q4CXX2, K4E7X0, Q4DK40,
Q4DK39, Q4E093, Q4DFUG, Q4DFU5,
Q4DTQ1, Q4DW38, Q4DN73, K4DU81,
Q4D7C9, 062594, Q4D5P4, Q4E0Q3,
Q4E3P1, KAEBD4, Q4DU31, K4EAGY,
K4E1A5, Q4CX08, Q4DW55, K4DQZ4,

Q4CQUO0
508 ribosomal protein Q4DTK4
6-phospho-1-fructokinase K4E1MO
6-phosphogluconolactonase K4DT66, Q4CQAS8
60S ribosomal protein K4EOWS5, Q4CVQ4, K4DV40, Q4DD50,

Q4CNF4, Q4CQ81, Q4D3B0, Q4DHZ9,
K4E2A2, Q4E661, KAE2X9, Q4CVX1,
Q4D7A0, Q4DRQ7, Q4CRX5, Q4DC23,
Q4DZP2, Q4DHKO, Q4DKZ4, Q4DZ31,
Q4E2W6, Q4DPQ8, Q4DG45, Q4E0P2,
Q4D8K4, Q4DICY9, Q4D8K3, Q4D1HS,
Q4DU35, Q4DST7, Q4DB26, Q4DN72,
Q4DL18, K4E3A3, Q4CQW2, K4EBO5,
Q4CU61, Q4DIV9, Q4CP06, KADNL7,
Q4DNZ7, KADMD5, Q4CVX9

69 kDa paraflagellar rod protein Q4DIF6
AAA ATPase K4DVN7
ABC transporter K4DUS3, K4E123, K4EDU2, K4DJHS5,

Q4DHQ7, Q4DWA3
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Tabela suplementar 6. Proteinas putativas preditas para secregao por via nao classica.

(continuagéao)

Descrigao®

Cédigo identificador®

Acetyl-CoA synthetase
Acetylornithine deacetylase-like
Acetyltransferase

Actin

Actyltransferase-like

Acyl-CoA dehydrogenase
Acyiltransferase

Adenine phosphoribosyltransferase

Adenosine 5'-monophosphoramidase
Adenosine kinase

Adenylate kinase

Adenylosuccinate lyase
Adenylosuccinate synthetase
ADP-ATP carrier protein 1

ADP-ribosylation factor GTPase activating protein 1

ADP/ATP mitochondrial carrier protein
Alanine racemase

Aldehyde dehydrogenase

Aldose 1-epimerase

Alpha tubulin

Ama1 protein

Amastin

Amino acid transporter

Aminoacylase
Aminomethyltransferase
Aminopeptidase P

Aminopeptidase

Arginase

Ascorbate-dependent peroxidase
Asparaginyl-tRNA synthetase

ATP synthase

ATP-dependent Clp protease subunit
ATP-dependent DEAD/H RNA helicase
ATP-dependent RNA helicase
ATP-dependent zinc metallopeptidase
Axoneme central apparatus protein

Basic transcription factor 3a

K4EE89

K4DTG9, Q4D7V2

K4E1D4, Q4DEI2

K4DQH2

K4E8I2

K4DYV9, K4EGE2, K4E922, Q4DHUG6
K4DUE3

K4E774, K4AE8H9, Q4DVMS8, Q4DNZ3,
Q4DVM9

Q4DJ40

K4DTEO, KAE5U6

K4E1Y3, Q4DLV1, Q4DXL7
Q4CXJ7, Q4DBH5

K4E5I19

Q4DD13, K4DX91

K4E285

Q4DDY8

K4EDS3

Q4DCP7, KADRH8
K4EE94, Q4DQX3

Q4CLA1

Q4D749

Q4CKT7, K4E706, Q4CVLA1
K4E5V4, KAE5Y6

K4DQT8, K4DQX8
K4DNF4, Q4D100

K4EAQO

Q4CXX8, Q4CPW3, KAEE31, K4DX11
K4DXNO

K4E1Q7

Q4E595

K4DNM1, Q4E1T6, Q4DB72
Q4CLP1

K4E6M7, Q4D8X3

K4E6UO, K4ADXM8, K4DX70
Q4DJU4, Q4DEY4, K4E2P5
K4DTD7, Q4CZ83

Q4CYN3
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Beta galactofuranosyl glycosyltransferase

Beta prime cop protein

Beta tubulin

Bifunctional dihydrofolate reductase-thymidylate synt.

C-5 sterol desaturase

Calcium channel protein

Calcium motive p-type ATPase
Calcium-translocating P-type ATPase
Calmodulin

Calpain cysteine peptidase

cAMP specific phosphodiesterase
Carnitine/choline acetyltransferase
CAS/CSE/importin domain protein
Casein kinase

Cation-transporting ATPase

Cell cycle associated protein MOB1
Centrin

Chaperone DNAJ protein
Chaperonin

Choline/carnitine O-acetyltransferase
Citrate synthase

Cleavage and polyadenylation specificity factor
Co-chaperone GrpE

Coatomer epsilon subunit
Cofilin/actin depolymerizing factor
Copper homeostasis protein

CTP synthase

CYC2-like cyclin 6

Cyclophilin

Cystathione gamma lyase
Cysteine desulfurase
Cysteine peptidase inhibitor
Cysteine peptidase

Cytochrome b-domain protein

Q4DFT4, Q4DCT9, Q4D9G4, Q4D109,
Q4DYV9, Q4CYW4, Q4DWUS8, Q4DTLS,
Q4DEF5, Q4E0D2, Q4DKM5, Q4D6R6
K4E2T6, Q4CV82, Q4DAM1

Q4DQP2

Q8T5T8

K4E5Q3

K4E1H7, Q4DZ99

K4EB30, Q4DU38

K4DJX8

K4E482, KAEBN9

K4DUNS8, Q4CMV9, Q4E0D8, Q4D066,
Q4CW64, K4DU84, KADTHS5, KADTF4
K4DUC7, K4DUK1, Q4CQRO
Q4DKK5

K4E5W4, Q4DX95

Q4DN97, Q4CSPO

K4DMAS

K4E9B3, Q4DZ03

Q4E591, Q4CTH2, Q4E3T4

K4E449, K4AE185, K4ADTU5, Q4DLU9
K4E2E8

K4DXA1, Q4CZN3

K4DXA2

K4E2Z74, Q4DNKO

K4E538, Q4CPPO

K4E2P8

Q4D8D3

Q4CRX3

K4DTM2

Q4DY40

K4E9L6, Q4DFL3, Q4DQ45, Q4DJC5,
Q4DNS3

K4DYZ3, Q4DUG8

K4DYK7

Q4DH32

Q4CTX9, K4DV55, KAEEA1

K4E8Y5, Q4DJQ7
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Cytochrome c oxidase assembly factor
Cytochrome c oxidase assembly protein
Cytochrome c oxidase subunit 10

Cytochrome c oxidase subunit IV

Q4DE34, Q4D9Q9, K4DU78
K4E1Y0, Q4DEH9
Q4CLQ9, Q4CM35, Q4Cz48
K4DVU1, Q4E5P5

Cytochrome c oxidase subunit V Q4D214

Cytochrome c oxidase VIl Q4CXC3, Q4DTYO
Cytochrome ¢ Q4CV48
Cytoskeleton-associated protein CAP5.5 K4E5Y1

D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase K4E3Q2, Q4CU50, Q4DAE1
Deoxyuridine triphosphatase Q4E2Y0

Dihydrolipoamide branched chain transacylase K4DM80

Dihydroxyacetone phosphate acyltransferase K4E377
Diphosphomevalonate decarboxylase Q4E1U8

Dispersed gene family protein 1 (DGF-1)

DNA repair protein

DNA-directed RNA polymerase
DnadJ chaperone protein
dTDP-glucose 4,6-dehydratase
Dynamin-like protein

Dynein arm light chain
Dynein-associated protein

Electron transfer flavoprotein
Elongation factor 1-alpha
Elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma)
Endo-beta-N-acetylglucosaminidase

Enoyl-CoA hydratase

K4DMS3, K4DQI7, K4AEDGS8, Q4CST2,
Q4D805, Q4CTC1, Q4CUD3, Q4CVS2,
Q4CSF7, Q4CXH5, Q4CT27, Q4DH14,
Q4DF03, Q4DL68, Q4D6C1, Q4CQNT1,
Q4CQl5, Q4D051, Q4CNW4, Q4CQT3,
Q4CY27, Q4CNB9, Q4DJH9, Q4CTB2,
Q4CQIl0, Q4DS00, Q4DHR5, Q4DKH?7,
Q4E5L0, Q4DTO1, Q4DDWS, Q4E489,
Q4DSH9, Q4DIL7, Q4D7A5, Q4DTWS5,
Q4DPJ9, Q4E1B3, Q4D1D7, Q4DVF3,
Q4DNCO, Q4DJH8, Q4DE09, Q4DUJ4,
Q4EOMG6, Q4D276, Q4D523, Q4D378,

Q4DTL6, Q4DJI4, Q4CzZ77

K4DWN3

K4EGYO

K4DUP5, Q4CXG2

K4E503

K4DVQ5

K4DR31, Q4DLN1, Q4DTQ6, KAE9R5

Q4DG38

K4DYT4, Q4DR32

Q4CXI1

K4DW77, Q4CXW2

K4E4K6

K4DTD3, Q4E679, K4DZ33, Q4DMX9
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Epsilon tubulin

ER lumen protein retaining receptor
Eukaryotic initiation factor 5a

Eukaryotic release factor 3

Eukaryotic translation initiation factor 1A

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit |

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit
Eukaryotic translation initiation factor 5
Eukaryotic translation initiation factor elF-4E
Exportin 1

Fatty acid desaturase

Fatty acid elongase

Ferric reductase

Fibrillarin

Flagellar radial spoke component
Formin C

Fumarate hydratase

Gimb5A protein

Glucokinase
Glucosamine-6-phosphate isomerase
Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase
Glucose-regulated protein 78
Glutamamyl carboxypeptidase
Glutamate dehydrogenase

Glutamine synthetase

Glutaredoxin

Glutathione peroxidase

Glutathione-S-transferase/glutaredoxin
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
Glycosomal malate dehydrogenase
Glycosomal membrane protein

Glycyl-tRNA synthetase

Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase
GMP synthase

Golgi SNARE protein-like

K4DM83, KADMAG

K4E771, Q4DMI8

Q4E4N4

K4E9HO, Q4CXW9

K4DSLA1

QG69EZ4, Q4D452, Q4DNQ4
Q4D5W3

K4DKO02

K4E173

K4DZ28, Q4D511

K4E2X7

K4EAI2, Q4CKQ6, Q4DTH7
K4DK32, KADKF5, K4DK66, Q4DHY1
Q4D1K3

K4E142, K4DX81, Q4DZU7, Q4DIZ5,
Q4DYJ3

K4E802, Q4DE57

Q4D3C2

K4EA83, Q4DRX1, Q4CQW5
K4DY43

K4E0J8

K4DZ69

K4E1P8

K4E7W8

K4E778, KAED56

K4E478, Q4DWV8, Q4D5C2
Q4CNO4

Q4DGB1

Q4DJ87, Q4DEJ4, Q4DEJ5, Q4DEJG,
Q4DJ86

Q4DMF2

Q4DZT1, KAEATS

061084, Q4DDK8, Q4DRD8
K4DUG68, K4EA72, Q4CYY9
K4DNM9

K4DXF7

K4EBX4

K4DR83, Q4D726
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GPI alpha-mannosyltransferase Il
GPI anchor biosynthesis protein

GPI transamidase component Tta2
GTP-binding nuclear protein rtb2
GTP-binding protein

Guanine deaminase

Guanylate kinase

Haloacid dehalogenase-like hydrolase

Heat shock 70 kDa protein

Heat shock protein DnaJ

Heat shock protein-like protein

Helicase

Hexose transporter

High mobility group protein

Histone H2A

Histone H2B

Histone H3

Homoserine kinase

Hslvu proteolytic protein

Hydrolase alpha/beta fold family
Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
I/6 autoantigen

IgE-dependent histamine-releasing factor
Immunodominant antigen

Importin beta-1 subunit

Importin subunit alpha
Inosine-5"-monophosphate dehydrogenase
Inosine-adenosine-guanosine-nucleoside hydrolase
Isocitrate dehydrogenase [NADP]

Katanin

Kinesin

Kinetoplast DNA-associated protein
Kinetoplastid membrane protein KMP-11
Kynureninase

La RNA binding protein

Lanosterol 14-alpha-demethylase

K4DLSO0

Q4CZK3

K4DLVO

K4DWD6, Q4CP51, Q4DIB9
QI9XZKO0

K4DTI7

K4EO0J2, Q4DPB1

KA4E7Z4

Q4DXG9, KAE4W4, Q4CVR9, Q4CU95,
Q4DTMS8, Q4DTM9
Q4E4K5, Q4D832

K4E9T7

Q4CSN6

Q4CQF8, Q4DKDO

K4E3C6

Q4DYBO, Q4CYH8, Q4DYB1
Q4CTD7, Q4CTD8
Q4DRD1, Q4CWE9
K4E4R7, Q4CME2

Q4D729, KADRES

K4DPI3, Q4CQ95

K4DRAS8, Q4DGA2

K4E8YO0

Q4CW52, Q4CWM1
K4DKEO

Q4Dz97

K4E5S9

K4DPJ9, KADXK1

K4E1LO

K4DIS2

Q4DTR4

K4DNY8, K4E9E7, Q4DDLO, Q4DYMO,
Q4EOR3

Q4CXF1, Q4DNI4, Q4CN27
Q4D7Y4

K4E455, Q4DQ63

K4DUV1

K4ES5U7
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Lanosterol synthase

Leucyl-tRNA synthetase
Lipophosphoglycan biosynthetic protein
Lysophospholipase

Malate dehydrogenase
Mannose-6-phosphate isomerase
MCAK:-like kinesin

Methionine aminopeptidase
Methylthioadenosine phosphorylase
Mevalonate kinase
Mevalonate-diphosphate decarboxylase
Microtubule-associated protein

Mitochondrial carrier protein

Mitochondrial DNA polymerase beta
Mitochondrial DNA topoisomerase I/
Mitochondrial oligo U binding protein TBRGG1
Mitochondrial processing peptidase

Mitochondrial RNA binding protein

Monooxygenase

Mucin-associated surface protein (MASP)
Multidrug resistance protein E

Multidrug resistance-associated protein
Myosin heavy chain
N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase
N-acetyltransferase complex ARD1 subunit
NAD(P)-dependent oxidoreductase

NADH dehydrogenase

NADH-cytochrome b5 reductase
NADH-dependent fumarate reductase

Nascent polypeptide associated complex subunit
Nitrate reductase

Nitrilase

Nuclear movement protein

Nucleobase transporter

K4EA17

Q4CL52, K4ADRR4

Q4D253

K4EABS, Q4DA08

Q4D4A0, KAE1P3, KAEGH1

K4E2CO0

K4E4U9, K4AEAXO, Q4DGEO, Q4D1U1,
Q4DFR8

K4DRB9

Q4DQ97

K4E5Y8

K4DWR3

Q4D5A7, Q4CMT2

K4EA35, K4DZ79, KADTW7, Q4DR73,
Q4D8C1, Q4DFR9, Q4DMB4, Q4DTH1,
Q4DAG69

K4DJTO, Q4E024

K4ECA7

Q4D590

K4DUTS, K4E7E9, Q4DI18, K4DSZ5
K4DZV7, Q4DOR4, Q4CVB9, K4EDRY,
Q4DCA9, Q4DBMO, Q4DWJ0, Q4E544
K4E959, KADW79

K4DTC4

K4E642

K4DSV9

K4DW36

Q4CYW6

Q4DSU6

K4DPLO

Q4DCU2, Q4D9l1

K4EAL6, Q4DYC3

K4DQV8, K4DZK3, K4DZS8, Q4D779
Q4D9L7

Q4DA56

K4E0Q3

Q4DA46

K4DU75
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Nucleolar RNA-binding protein
Nucleoporin

Nucleoside diphosphate kinase
Nucleoside phosphorylase
Nucleosome assembly protein

NUP-1 protein

Oligosaccharyl transferase subunit
Orotidine-5-phosphate decarboxylase/orotate
phosphoribosyltransferase
Oxidoreductase

P-type H+-ATPase

p21 antigen protein

Pantothenate kinase subunit
Paraflagellar rod protein 3
Peptidase M20/M25/M40
Peptidase t

Peptide methionine sulfoxide reductase
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
Peroxin-2

Peroxiredoxin

Peroxisomal membrane protein 4
Phosphatidylinositol 3-kinase
Phosphoacetylglucosamine mutase
Phosphoglycerate kinase
Phosphoglycerate mutase
Phosphomannomutase
Phosphonopyruvate decarboxylase
Phosphoribosylpyrophosphate synthetase
Plasma membrane Ca2 ATPase
Poly-zinc finger protein 2

Poly(A) binding protein

Procyclic form surface glycoprotein
Profilin

Prohibitin

Proline oxidase

Prolyl oligopeptidase

Prostaglandin F synthase

Q4D244, Q4D245, Q4DHV9, Q4DHWO
K4E164

Q4E256

Q4DKS7

K4DXN7, Q4D5X8, Q4DSA7, K4DU97, Q
4CVR4, Q4D2z8

K4DPP5, Q4DB82

Q4D2C9

K4ECO08

Q4DASO

Q4CQ52, Q4CRY5
Q4CSP8

K4E945

K4EBQ5, K4E370, Q4D634
K4EBF2

K4DNS4

Q4DK88

K4DSN8, Q4E4L9, Q4CY23
Q4E2J8

079469

K4DZES8

K4EDT8

K4DMG9, Q4DA33
K4E587, Q4DX96, Q4D192
Q4DLIO

K4EOQA5, KAE3H7, Q4DX52
K4E7W9

K4EOL3

K4DM23

Q4D6T9

Q27335, Q4E4V0

Q4DZR9

Q4CMM4, Q4CZF5
K4EBM1, KAECB4, Q4D8I7
Q4CVA1

Q4E132, KAE2C3

Q4DJ07, KADRH6, Q4E4V7
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Proteasome activator protein pa26
Proteasome beta 2 subunit
Proteasome regulatory ATPase subunit 3

Proteasome regulatory non-ATPase subunit

Proteasome subunit alpha type
Proteasome subunit beta type
Protein disulfide isomerase

Protein kinase

Protein phosphatase

Protein translation factor SUI1 homolog
Protein transport protein Sec13

Protein transport protein Sec23A
Protein transport protein Sec24A
Protein tyrosine phosphatase
Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase
Proton motive ATPase

Pumilio protein

Pumilio/PUF RNA binding protein 2
Pyridoxal kinase
Pyroglutamyl-peptidase | (PGP)
Pyrroline-5-carboxylate synthetase-like protein
Quinone oxidoreductase

Quinonoid dihydropteridine reductase
R27-2 protein

Rab1 small GTP-binding protein

Rab7 GTP binding protein

Rac serine-threonine kinase
Ran-binding protein

Ras-related protein rab-5

Replication Factor A

Retrotransposon hot spot (RHS) protein

K4DZM2, Q4CPR5

K4DTA7, Q4CU77

K4DUPO, Q4DW08, Q4E0K2

K4E1J2, Q4DKG4, K4DZM6, Q4E268,
K4DY52, K4E2K3, K4ADMB8

K4DN23, Q4DAWG6

K4E4CO0, KADUM4, Q4D579, Q4EO0L9
K4DU85

Q4EA4T3, K4DUQ8, K4DZN9, Q4CXN4,
Q4D6L8

K4DME1, K4E388, Q4E575, Q4E576
Q4DM75

K4DWV6

K4DIR6

K4DJF8, Q4DWT3

K4EO0I3

K4E2B2, Q4CZD3

Q4CQ53, KADTT7, KADWB7

K4DLB7

K4DWC6

K4E5S5

Q4DFZ2, K4DJ60

K4EOF1

K4E1N3

K4E4Y8

Q4DVO01

K4ED44

Q4E4T4

K4DW26

Q4DKU8

K4E8J7

K4DPS6, K4E6GZ1

K4DL33, K4ADZH4, KADRH2, KADKS?7,
K4DQJ6, KADRA7, KADN42, K4DS17,
K4DJFO, K4DRI3, K4E338, K4E7N3,
K4DJ07, K4DL44, KAEG6F3, K4DL11,
K4DPN7, KADPQ6, KADMW1, K4E546,
K4DLE2, K4ADPY1, KADPW1, K4DIY1,
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Retrotransposon hot spot (RHS) protein

(continuacao)

Rhomboid-like protein
Riboflavin kinase

Ribonuclease

Ribonucleoprotein p18
Ribonucleoside-diphosphate reductase small chain
Ribose 5-phosphate isomerase

Ribosomal protein

RNA-binding protein

RNA-editing complex protein

S-adenosylmethionine decarboxylase proenzyme

K4DV10, K4ADKT3, K4Dll2, K4DZ72,
K4DQ94, K4ADMN5, K4ADMD8, KAEDP2,
K4E946, KAEDN2, KADML2, K4ADMST1,
K4DKI7, KADMYO, KAEA98, KADKZ4,
K4DPL1, KAECC3, K4AE463, K4DIP2,
K4DREG, KAE7W2, K4E116, KADN54,
Q4CX54, Q4CXJ0, Q4CQP8, Q4DC18,
Q4CZV4, Q4E0D4, Q4CNJ6, Q4D2F5,
Q4D6R8, K4DS53, KADRN4, KAEAZS5,
K4DVK8, K4ADNX1, KAE5T1, K4DXL2,
K4DPL3, K4DIH5, K4EB42, KADTDO,
K4DYMS5, K4DSC9, K4EGP5, KADMS7,
K4EBS9, KADUWG6, K4ADRUG, K4DPC2,
K4DKNO, K4DIUO, K4DPV5, K4DJ08,
K4EAY3, KADQS3, K4E411, K4DS18,
K4DLR5, KADSG8, K4ADYW?7, KADRE?,
Q4DKD3, Q4DK56, Q4D2G1, Q4DKHS6,
Q4DM58, Q4CUWS8, Q4DWU4, Q4CYRS3,
Q4E157, Q4DM62, Q4DR27

Q4CV15, KADTWS8

K4DYC9

Q4DO0A9, Q4D0B0, K4DUI3, Q4CU74,
Q4D5U5

K4E7G6

K4DPY7, Q4D6V2

Q4DBP9

K4EBB3, Q4DJZ6, Q4CTG9, Q4DEDZ2,
Q4E078, Q4D604, Q4DMS7, Q4E581,
K4DWL1, Q4E5HS8, Q4DJY1, Q4D6N9,
Q4D6H7, Q4CYE4, Q4CXR4, Q4CMS5,
Q4CPB5, K4E4B4, Q4CUCS8, Q4CUC7,
Q4DBY4

K4DXAO0, Q4CXT3, K4DX96, K4DU33,
K4DXD7, KAECS4, KADXV7, KAEARG,
K4E555, Q4DYL2, Q4DYL1, Q4ES5D6,
Q4E1N2, Q4DE30, Q4E1N5

K4DMC3, Q4DK95, Q4D022

K4E603, Q4DQQ5, Q4CWQO0
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S-adenosylmethionine synthase
Sarcoplasmic reticulum glycoprotein

Serine/threonine protein kinase

Serine/threonine-protein phosphatase
SH3 domain protein

Short-chain dehydrogenase

Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat protein
Small GTP-binding protein

Small nuclear ribonucleoprotein SmD3

Small Rab GTP binding protein

SNARE protein

snoRNP protein GAR1

Spermidine synthase

Spliced leader RNA PSE-promoter transcription factor
Sterol 24-c-methyltransferase

Sterol C-24 reductase

Stress-inducible protein STI1-like

Structural maintenance of chromosome (SMC) family
protein

Structural maintenance of chromosome protein 4
Succinate dehydrogenase

Succinyl-CoA synthetase alpha subunit
Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase
Superoxide dismutase

T-complex protein 1 subunit alpha

Thiolase protein-like protein

Thioredoxin

Trans-sialidase

Transketolase
Translation elongation factor 1-beta

Translation initiation factor EIF-2b alpha subunit

K4E4J2, Q4CSC4

Q4DCC9

Q4E650, KAE1U9, KADM34, Q4CXF6,
K4E714

K4DLP7, KAE6RO, Q4CV19, Q4DMJ3
K4E5I3, Q4DMT4

K4DZW5, Q4DZT0, K4ADSN3, Q4D5D5,
Q4D3C6, Q4DKY8, K4ADRS1

K4E551

Q4D7V7, KADM88, KAEDG3, K4EBK1,
Q4DUG2, Q4D1ES8, Q4DZ75, K4EQU2,
Q4D092

Q4DX43

Q4DSV2

K4DXTO

K4E3Z3, Q4D9X5

K4DV45, Q4DA73

K4DW76

K4DT61

K4E0G3, Q4DR82, Q4DIV5

K4DM28

K4DWPO

K4DQRO

K4E2R8, Q4CVH2

Q4E216

K4DYX5, Q4DOL3

K4DJW9, K4DQ73, Q4D5A6, Q4CUQ5
K4DZT6

K4E746

Q4DDZ3, Q4DFA1

K4ECX2, K4ADNT9, K4DIMO, K4DXBO,
Q4DDX6, Q4DBD2, Q4CQCY, K4ADQE4,
K4DSP2, K4DVP7, K4DVC9, Q4DDU4,
Q4CZA1, Q4CXJ1, Q4DBD3, Q4CYG9
K4EACA1

K4E1H5, Q4DWC3

K4DUD4, Q4EO0M1, Q4DW27
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Transport protein particle (TRAPP) subunit
Tricarboxylate carrier

Trifunctional enzyme alpha subunit
Trypanothione reductase
Tryparedoxin peroxidase
Tryparedoxin

Tyrosine aminotransferase

U-box domain protein

U-rich RNA-binding protein UBP-2
Ubiquinone biosynthesis protein COQ7
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
Ubiquitin fusion degradation protein 2
Ubiquitin hydrolase

Ubiquitin ligase

Ubiquitin

Ubiquitin-activating enzyme e1
Ubiquitin-conjugating enzyme
Ubiquitin/ribosomal protein S27a
UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent
glycosyltransferase

UDP-galactose 4-epimerase

UDP-sugar pyrophosphorylase

Universal minicircle sequence binding prot. (UMSBP)

Uracil phosphoribosyltransferase
UV excision repair RAD23-like protein
Vacuolar ATP synthase

Vacuolar proton translocating ATPase subunit A

Vesicle-associated membrane protein

Vesicle-fusing ATPase

Vesicular-fusion ATPase-like protein
Vesicule-associated membrane protein
Voltage-dependent anion-selective channel
Zinc finger protein 2

K4DYF8, Q4D0OX7

K4E4C4, Q4CVF7

Q4CWB6

K4EQOT9

Q4CX87, Q4CM56

Q4D1B8

K4DU56, Q4E4E9

K4DJJO

Q4E1N4

K4DSR1

K4DTY6, Q4E680

K4E526

K4ECZ8, KAE5A2

Q4D6V3, K4DVQ6

Q4CNV2

K4DXM3

K4ECO09, Q4E344, Q4DYH2, KADV56
Q4D1T6

K4DU89, Q4CPN8, Q4D0UO, Q4D4NT1,
Q4CKW9

Q4DUZ8, KADYX9, Q4DN47
K4DPF2

Q4D6T7, Q4D6T8

K4E368, Q4E301

K4E4NG6, Q4D7G6

K4DWM1, Q4E5H0, K4E806, Q4D3F5,
Q4D3E6

K4EDC9, Q4DSC7, Q4DK78
K4EASG, KADKFO0, Q4DDN8, Q4DS88,
Q4DP28

K4DUS1

K4DYN3, Q4DOR7

K4DNY5, Q4E1T0

K4ECN2

Q4D7N5, Q4CLW6

@ Descricdo da proteina anotada proveniente do Uniprot

® Ntimero de acesso do Uniprot



