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Resumo

A regulacdo génica em tripanossomatideos € policistronica e ocorre de maneira pos-
transcricional. Nas extremidades 5' e 3' dos RNA mensageiros existem segmentos que
podem conter elementos regulatorios chamados UTR (Untranslated Regions), os quais
sdo regibes transcritas, porém nao-traduzidas. Para verificar se UTR de tamanhos
diferentes possuem impacto na transcricdo e, por conseguinte, na tradugcdo de
proteinas, selecionou-se genes da familia de trans-sialidases, devido a importancia
destas no processo de invasao celular. A metodologia envolveu a extragdo de RNA
total de T. cruzi CL-Brener, seguido da sintese de cDNA, PCR, clonagem dos produtos
amplificados e sequenciamento por Sanger e pelo uso do 454 Junior (Next Generation
Sequencing — NSG). Como as trans-sialidases correspondem a uma familia génica de
copias mudltiplas, usou-se a estratégia de sequenciamento de alto-desempenho na
tentativa de cobrir o maior nimero possivel de genes desta familia. Para isso foram
obtidos cDNAs de trans-sialidases de CL-Brener nas formas epimastigota e
tripomastigota com o iniciador 5UTRTCNA, os quais apresentaram UTR com
tamanhos variados entre 65 — 187 pb, além da obtencédo de cDNAs para esta familia de
proteinas, em epimastigotas CL-Brener, com o iniciador 5TcTS, apresentando UTR
variando de 171 a 221 pb, com similaridade de sequéncias entre elas. Com o intuito de
avaliar a correspondéncia entre a transcricdo dos RNAs de trans-sialidases e a sua
traducdo, houve a necessidade de identificacdo das proteinas. Desenvolvemos uma
metodologia de lise celular e producéo de extrato proteico (denominado TcS12) a partir
de células de T. cruzi no estagio epimastigota. As cepas selecionadas para esse
estudo foram CL-Brener (TcVI), Dm28c (Tcl), Y (Tcll) e 4167 (TclV). O processo de lise
celular foi otimizado para 107 parasitos/mL ressuspensos em 200 uL de tampéao de lise
hipotdnica (por 30 minutos a 4°C), associado ao sonicador de banho (por 30 minutos a
4°C). A eficiéncia da metodologia foi validada pela citometria de fluxo mostrando que
aproximadamente 72% das células foram marcadas com iodeto de propideo (PI). A
qualidade dos extratos proteicos foi analisada por LCMS/MS usando-se a estratégia
MSE label free para quantificacdo relativa de proteinas. Foram identificadas 1153
proteinas totais, cuja expressdo proteica das cepas 4167, Dm28c e Y, quando
comparada a CL-Brener (cepa referéncia), apresentou 32, 51 e 73 proteinas up-
expressed, enquanto que 80, 92 e 60 proteinas mostraram-se down—expressed,
respectivamente. Entre as trans-sialidases identificadas, a Unica copia encontrada no
extrato TcS12 (numero de acesso no UniProt - Q4DGV8) apresentou seu RNAmM
correspondente no banco de dados de cDNA de CL-Brener, com UTR de 214 pb,
estando, portanto, na faixa de tamanhos das outras UTR de trans-sialidases obtidas
neste estudo. Esse resultado sugere que outros fatores, ndo necessariamente o
tamanho per se das UTR, podem influenciar no fenbmeno de traducdo nesses
tripanossomatideos. Em relacdo aos extratos proteicos de epimastigotas gerados a
partir das outras cepas, a quantidade de trans-sialidases identificadas foram de 1
(cepa 4167), 2 (cepa Dm28c) e 117 (cepa Y) copias, indicando assim a traducao
satisfatéria de pelo menos uma das muitas copias desta familia génica.
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Abstract

Gene regulation in trypanosomatids is polycistronic and occurs in a post-transcriptional
way. There are also regulatory elements named UTRs (Untranslated Regions) that are
transcribed regions, but not translated. To verify the impact of UTRs presenting different
sizes in the transcription machinery and protein translation, genes from trans-sialidase
family were selected due to its importance in the cell invasion process. The
methodological strategies involved the extraction of total RNA from T. cruzi CL-Brener
strain, followed by cDNA synthesis, PCR, cloning and sequencing of amplified products
by Sanger and by using the 454 Junior (Next Generation Sequencing — NGS).
Considering that trans-sialidase is a multi-copy gene family, this high-throughput
sequencing strategy was employed in an attempt to cover the largest number of trans-
sialidase genes. Trans-sialidase cDNAs from CL-Brener epimastigote and
tripomastigote were obtained with 5"UTRTCNA primer showing UTR sizes between 65 -
187 bp. The cDNA from this protein family were also obtained with the 5TcTS primer
from CL-Brener epimastigotes, generating UTRs with 171 - 221 bp. Both 5UTR
presented sequence similarities between them. In order to evaluate the correspondence
between trans-sialidase gene transcription and translation, it was necessary to
accomplish the identification of proteins. Therefore, we developed a methodology for
cell disruption, which resulted in a protein extract (referred as TcS12) from epimastigote
T. cruzi cells. The strains selected for this study were CL-Brener (TcVI), Dm28c (Tcl), Y
(Tcll) and 4167 (TclV). The process for lysing the cells was optimized to 107
parasites/mL resuspended in 200 puL hypotonic lysis buffer (30 minutes at 4°C), followed
by water bath sonication (30 minutes at 4°C). The process efficacy was confirmed by
FACS, showing that near 72% of the cells were successfully stained with propidium
iodide solution (PI1). The quality of the protein extracts was analyzed by LCMS/MS using
the strategy MSFE label free for relative quantification of proteins. A totality of 1153
proteins were identified and the comparison of the expression profiles between the
strains 4167, Dm28c and Y, using the CL-Brener as reference, showed 32, 51 and 73
proteins up-expressed, and 80, 92 and 60 proteins were shown to be down-expressed,
respectively. We observed that 117 trans-sialidases were identified in Y strain, whilst in
4167, Dm28c and CL-Brener were found 1, 2 and 1 trans-sialidases, respectively.
Moreover only one copy of trans-sialidase found in the TcS12 extract (UniProt
accession number - Q4DGV8), also met its corresponding mMRNA in the CL-Brener
cDNA database, presenting an UTR of 214 bp, in the size range of the others trans-
sialidase UTRs obtained herein. This result suggests that other factors, but not
exclusively the UTR sizes per se, could be related to the translation phenomenon in
these trypanosomes.
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1. Introducao

1.1 - Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas

O protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi), pertencente a familia
Trypanosomatidae, possui relevancia epidemiologica por ser o agente etiologico da
doenca de Chagas. O ciclo de vida do T. cruzi € complexo, tendo sido descrito
detalhadamente por Carlos Chagas em 1909 (Chagas, 1909). Apresenta morfogénese
nos hospedeiros vertebrados e invertebrados, e estagios evolucionarios com
capacidade de divisdo celular (formas replicativas) e infectividade (formas infectivas)
(de Souza, 2008).

Consideremos o inicio do ciclo quando um inseto triatomineo pertencente a
familia Reduviidae realiza o repasto sanguineo direto de um hospedeiro vertebrado
infectado com as formas tripomastigotas circulantes (também denominado por alguns
autores como tripomastigota sanguineo). Apds a ingestdo de sangue infectado, grande
parte dos tripomastigotas circulantes serd lisada no estémago do inseto (Castro et al,
2007); contudo, os sobreviventes, irdo passar por um processo de morfogénese e em
poucos dias irdo adquirir a forma replicativa denominada epimastigota. Os
epimastigotas migrardo para o intestino do inseto vetor se aderindo as membranas
perimicrovilares - secretadas através de células intestinais (Alves et al, 2007). Na
regido posterior do tubo digestivo do inseto, uma parte dos epimastigotas se desprende
das membranas perimicrovilares, realiza metaciclogénese tranformando-se em
tripomastigotas metaciclicos, que sdo as formas infectivas liberadas junto as fezes e
urina do triatomineo (Garcia et al, 2007).

Geralmente, a infeccao das células hospedeiras esta diretamente associada com
a inoculacéo de tripomastigotas metaciclicos, através das mucosas e tecidos cutaneos
lesionados durante a alimentacdo do inseto vetor. No entanto, existem outros
mecanismos de transmissdo, tais como as transfusdes sanguineas, as vias
transplacentérias, 6rgdos transplantados e a via oral (Yoshida, 2009).

Uma vez na circulacdo sanguinea do hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas
metaciclicos irdo invadir as células disponiveis no sitio de inoculagdo, tais como o0s
macrofagos, fibroblastos e células epiteliais, através de um reconhecimento entre as
células do hospedeiro vertebrado e as células do parasito, em um processo que
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envolve uma vasta quantidade de moléculas presentes tanto na superficie do parasito,
como € o caso das trans-sialidases que veremos mais adiante, quanto nas células
hospedeiras. O ciclo biolégico do parasito envolve uma série de etapas, como a
formacdo de um vacuolo endocitico, vacuolo parasitéforo, que devera abrigar o
tripomastigota metaciclico e induzi-lo a diferenciar-se em amastigota (forma
arredondada, apresentando um flagelo curto internalizado com capacidade replicativa).
O rompimento da membrana do vacuolo parasitéforo, devido a acdo de enzimas
liberadas pelo préprio T. cruzi (porinas), proporcionard o contato direto das formas
amastigotas com as organelas celulares e tecidos do hospedeiro (de Souza et al, 2010)
(Figura 1.1).

0 mmicro lesSes ocasionatas pela o e e
picaia do inseto, ou pada < = = 2=
rermberana dia reaacoss P

A oo
A= EstSgio de diagrdstios

BAFER MEALTHIEN PEOPLE

http:/www.dpd cdc.gov/dpdx

Figura 1.1 - Ciclo Bioldgico do Trypanosoma cruz: Inoculacdo das fezes contaminadas do inseto vetor contendo
tripomastigotas metaciclicos na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado (1). No interior do hospedeiro, os
tripomastigotas invadem as células que estdo proximas ao sitio de inoculagdo e se diferenciam em amastigotas
intracelulares (2). No interior das células, os amastigotas se multiplicam por divisdo binéria (3) e se diferenciam em
tripomastigotas sanguineos (4), os quais, apos infectarem células de varios tecidos podem se transformar em
amastigotas, em novo local de infecgdo, ou permanecerem na corrente sanguinea (5). Os tripomastigotas circulantes
ingeridos pelo inseto vetor em novo repasto sanguineo transformam-se em epimastigotas na por¢éo anterior do tubo
digestivo do inseto (6), consistindo na forma replicativa no interior do tubo digestivo (7), passando por um processo
de metaciclogénese na ampola retal do inseto (8) e diferenciando-se em tripomastigota metaciclico.



A fase inicial ou aguda da infeccdo pelo T. cruzi possui um intervalo de 4-8
semanas, quando gradativamente se instala a fase cronica, que pode persistir por toda
a vida do individuo acometido (Dias et al, 1956; Dias, 1984). A fase aguda é
usualmente assintomatica, mas pode compreender os fenébmenos clinicos que se
estabelecem nas primeiras semanas da infec¢cdo (doenca febril ndo especifica). . Os
sintomas surgem entre a primeira e a segunda semana, no entanto, em alguns casos,
podem ocorrer até poucos meses apés a infeccado (Rassi et al, 2010). O tratamento
com benznidazol € responsivo para pacientes na fase aguda, podendo evitar que o
individuo entre na fase crbénica da doenca . A morte ocorre ocasionalmente na fase
aguda, acometendo geralmente criancas (< 5% dos casos sintomaticos), devido a
miocardite grave e / ou meningoencefalite (Andrade et al, 1992; Pinto et al, 2009).

Apés a fase aguda, a maior parte dos individuos (60 - 70% da
populacdoinfectada) desenvolve uma resposta imune protetora (desaparecimento
progressivo de IgM e elevacdo dos anticorpos especificos da classe IgG), resultando
na queda da parasitemia e auséncia de sinais e sintomas clinicos evidentes. Esses
individuos entram entdo na forma indeterminada da infeccdo caracterizada pela
presenca de sorologia especifica e auséncia de manifestacdes clinicas, isso €, sem
anormalidades eletrocardiograficas e/ou radioldégicas no coracdo, eséfago ou colon.
Esta fase pode persistir por alguns meses até uma vida inteira (WHO, 2002). A maioria
dos casos agudos néo tratados evolui para a forma cronica indeterminada.

Os demais 30 — 40% dos individuos desenvolverdo manifestacfes tipicas da
fase crénica, relacionadas com o envolvimento de patologias no coragdo, esodfago,
célon, ou uma combinacdo destas, usualmente, de 10 a 30 anos apds o inicio da
infeccéo (Dias, 1995).

A recidiva da doenca de Chagas pode acometer individuos cronicamente
infectados que se tornaram imunologicamente comprometidos, tais como 0s co-
infectados com o virus HIV ou pelo uso de drogas imunossupressoras (Braz et al,
2008).

O mal de Chagas ainda se inclui no quadro das doencas negligenciadas, com
indicadores que apontam 0,25% de investimentos decorrentes de iniciativas publicas e
privadas destinadas a essa enfermidade e sem o desenvolvimento de nenhum novo
medicamento (Hotez et al, 2006). A doenca de Chagas é considerada a doenca
parasitaria com o maior impacto socio-econdmico na América Latina, devido a elevada
morbidade e mortalidade, incluindo a ocorréncia de mortes subitas (Santos Lda et al,
2012).



A doenca é endémica em uma ampla faixa territorial que se estende desde o
México até a Argentina (Coura & Dias, 2009) (Figura 1.2). Nas ultimas décadas, a
migragdo rural para areas urbanas permitiu a difusdo da doencga para essas areas,
enquanto mais recentemente, a migracdo em larga escala de individuos de regido
endémica para outra ndo endémica, tais como Estados Unidos da América (EUA),
Canada, Japao, Austrdlia e muitos paises da Europa, fez com que a doenca se
disseminasse pelo mundo, assumindo um aspecto globalizado (Schmunis,
2007);(Gascon et al, 2010). Atualmente estima-se em 8 milhdes de pessoas infectadas
em 21 paises endémicos, com 28 milhdes de individuos sob risco de contrair a infeccéo
e incidéncia de aproximadamente 50.000 casos novos por ano (Rassi et al,
2010);(Santos Lda et al, 2012);(Coura, 2009).

No estimated cases
Less than 1,000
11,001 - 10,000
[ 10,001 - 100,000
[ 100,001 - 1,000,000
I 1,000,000 and above

Figura 1.2 - Estimativa da populacéo global infectada pelo T. cruzi (Coura & Dias, 2009)

No Brasil mais de 52 espécies de triatomineos tem sido descritas; porém, cinco
espécies em particular possuem importancia epidemiologica, por serem prevalentes em
areas de peridomicilio, sendo estas: Triatoma infestans, Panstrongylus megistus,
Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida (Coura & Dias,

2009). A partir de 1990, iniciativas regionais e internacionais contribuiram para o
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controle vetorial do T. infestans, reduzindo substancialmente o numero de novas
infeccbes na América Latina (WHO, 2002). Considera-se que Chile, Uruguai, Brasil e
grande parte da América Central (Guatemala, Honduras, El Salvador, Nicaragua)
estejam livres da transmisséao vetorial por T. infestans (Coura & Dias, 2009).

Existem varios reservatorios silvestres do T. cruzi, dentre eles destacam-se 0s
marsupiais, xenarthra (mamiferos placentarios com auséncia de dentes, como os tatus
e tamanduds), morcegos, roedores e primatas ndo humanos. Entre os reservatérios
domésticos, destacam-se o0s cdes, gatos, ratos peridomiciliados, camundongos e
porquinho-da-india. Animais como passaros, répteis e peixes nao se infectam por
apresentarem uma enzima com funcao litica que rompe o T. cruzi (Barretto, 1964);
(Coura, 2009).

O controle da doenca de Chagas ocorre através da interrup¢cao dos mecanismos
de transmissdo. Ao melhorar as condicbes de habitacdo para a populacdo exposta,
com o devido apoio governamental subsidiando questdes relacionadas ao sanitarismo
publico, educacao, e fornecimento de tratamento adequado para os casos agudos e
cronicos dos individuos acometidos pela enfermidade, aumenta-se o éxito do combate
a moléstia (Coura, 2009)

O controle vetorial é empregado principalmente nas areas com grande presenca
de insetos préximos as residéncias, através do uso de piretréides sintéticos. Essas
substancias apresentam um efeito residual duradouro, de 3 a 9 meses dentro do
ambiente doméstico. A toxicidade é baixa para humanos e animais domésticos, porém,
toxico para os peixes, tendo, portanto, cuidado com o seu manuseio proximo as fontes
de agua natural (Coura, 2009)

Em linhas gerais, os mecanismos de transmissao podem ser categorizados em
vias principais e secundarias de transmisséo do parasito. Em relacdo as principais vias
de transmissédo, temos a vetorial, por transfusdo sanguinea, transmissdo oral através
de alimentos contaminados e por via placentaria. As vias secundarias referem-se aos
acidentes laboratoriais e manuseio de animais contaminados, transplante de érgaos, e
transmissdo sexual e amamentacao de recém-nascidos com leite contaminado de méae
infectada (em caso de ferimentos locais e contato direto com esperma ou fluido
menstrual contendo T. cruzi) (Coura, 2007; Dias, 1997). O aumento do movimento
migratério de individuos de &reas endémicas para areas ndo endémicas tém
proporcionado a globalizacdo da doenca de Chagas, estabelecendo assim um perfil

epidemioldgico e sécio-econdmico diferentes nas uUltimas décadas (Schmunis, 2007).



1.2 - Organizacdo Genética e Processamento do mMRNA de

Tripanossomatideos

O T. cruzi representa uma espécie heterogénea que consiste em um grupo de
cepas ou isolados circulantes entre os hospedeiros vertebrados e invertebrados
(Zingales et al, 2012) A sua elevada heterogeneidade tem instigado estudos biolégicos,
bioquimicos e moleculares com o intuito de entender a variabilidade das manifestacées
clinicas da doenca de Chagas e suas diferencas geogréficas, segundo a morbidade e
mortalidade da enfermidade (Macedo et al, 2004).

As sequéncias gendmicas para os estudos em tripanossomatideos foram obtidas
através de sequenciamento aleatdrio (whole — genome shotgun). Para a obtencdo do
genoma de T. cruzi, foi escolhida a cepa hibrida CL-Brener, por ser bem caracterizada
experimentalmente, e identificou-se um tamanho de 60.3 Mb, organizado em 41
cromossomos (Weatherly et al, 2009) contendo 12.000 genes haploides, geralmente
agrupados entre 10 e 100 genes na mesma fita de DNA (El-Sayed et al, 2005).

Cerca de 50% do genoma de T. cruzi é formado por uma grande familia génica
de retrotransposons, regides de repeticao subteloméricas e proteinas de superficie (El-
Sayed et al, 2005). A maioria desses genes codifica proteinas de superficie, tais como
as mucinas associadas a proteinas de superficie (MASP), membros das trans-
sialidases (TS), mucinas e a glicoproteina de superficie gp63, as quais sdo T. cruzi
especificas e representam aproximadamente 18% do total de genes codificadores de
proteinas (El-Sayed et al, 2005).

O DNA mitocondrial dos tripanossomatideos apresenta-se de forma peculiar.
Possui uma estrutura em rede Unica conhecida como DNA do cinetoplasto (KDNA),
composto por milhares de minicirculos e dezenas de maxicirculos topologicamente
interligados que se replicam em momentos especificos, apresentando portanto,
diferencas significantes em relacédo aos demais eucariotos (El-Sayed et al, 2005).

Os tripanossomatideos sdo essencialmente diploides, porém, a reproducao
sexual ndo € uma obrigatoriedade de seu ciclo de vida (El-Sayed et al, 2005).

Os genes codificadores de proteinas nos tripanossomatideos estao organizados
em uma longa unidade transcricional policistrénica, e a regulacdo génica ocorre de
maneira pos-transcricional (Araujo & Teixeira, 2011). Exceto pela presenca do promotor
Spliced Leader (El-Sayed et al), também denominado de mini-exon, nenhum outro

promotor foi, até o presente momento, identificado para o reconhecimento da RNA



polimerase Il. Além disso, poucos fatores de transcricdo tém sido descritos (Cribb &
Serra, 2009); (Cribb et al, 2010).

A transcricdo € iniciada nas duas direcbes entre grupos génicos divergentes, a
fim de produzir um pré—-mRNA policistrénico (Martinez-Calvillo et al, 2003);(Monnerat et
al, 2004). Apos a formacao do pré—-mRNA, duas reacdes simultaneas denominadas, de
trans-splicing e poliadenilagéo, ocorrem para a geragdo do transcrito monocistrénico
maduro - mMRNA (Teixeira & daRocha, 2003).

O mRNA maduro de todo tripanossomatideo apresenta uma sequéncia de 39
nucleotideos na extremidade 5’ (mini-exon); essa sequéncia é oriunda de um pequeno
RNA doador presente no genoma de kinetoplastidas. O gene desse RNA doador é
constituido de um exon, que corresponde a sequéncia altamente conservada de 39
pares de bases que devera ser transportada para o0 mMRNA monocistrénico; um intron,
gue é uma regido moderadamente conservada, e uma regido intergénica ou espacador
nao traduzido (Liang et al, 2003); (Liang et al, 2007). Como a sequéncia consenso
eucaridtica AAUAAA ndo estd presente nos tripanossomatideos, um trato rico em
polipirimidina na regiéo intergénica, guia a adigdo do mini-exon na extremidade 5’ e, ao
mesmo tempo, a poliadenilacdo na extremidade 3’, resultando em uma molécula de
MRNA madura (Araujo & Teixeira, 2011) (Figura 1.3).

Mini-Exon
Transcricao
AG AG AG Pré-mRNA

Trans-splicing e Poliadenilagao g

Cauda poli-A
mRNA mrid o Deceee

Figura 1.3 — Transcri¢cao e Processamento do mRNA em tripanossomatideos.Os genes séo transcritos como um pré-
MRNA policistrénico, e processados por reacBes de trans-splicing e poliadenilacdo. Trato de polipirimidina
(sequéncias ricas em CT) — sinais de trans-splicing, atrelados aos sitios de trans-splicing orientam a insercao do
mini-exon na extremidade 5 enquanto uma cauda poli-A é inserida, ao mesmo tempo a extremidade 3’ gerando,
dessa forma, transcritos monocistronicos de mRNA maduro.



Muitos fatores de trans-splicing sdo identificados através de andlises in silico
(Gunzl, 2010). Um exemplo desses estudos sao os fatores envolvidos nos mecanismos
de splicing identificados pela bioinformatica como o PRP43 e PRP31(Liang et al, 2006).
Tanto a proteina PRP43 quanto a PRP31 possuem funcbes essenciais para a
formacdo e desmontagem do spliceosoma, sendo, portanto, funcionalmente
equivalentes (Liang et al, 2006) . No entanto, o uso de bioinformatica como ferramenta
para as andlises e identificacdo de proteinas nos tripanossomatideos ainda é pouco
explorada (Gunzl, 2010).

Os genes dos eucariotos apresentam segmentos em suas extremidades 5’ e 3’
gue séo transcritos porém nao traduzidos. Essas regides sdo denominadas de regides

nao traduzidas ou simplesmente por 5’ e 3’ UTR (Brandao, 2006) (Figura 1.4).

Schematic representation of an mRNA from T. cruzi
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Figura 1.4 — Representacdo esquemdtica da molécula de mRNA madura de um T. cruzi. O mini-exon esti
representado pela sequéncia contendo seus 8 nucleotideos finais (CTATATTG); a extremidade 5 UTR é
entremeada por pequenas sequéncias denominadas uORFs. A regido codificadora, ORF, localiza-se posterior a 5’
UTR e antecede a 3’'UTR. O trato de poli-A ou cauda poli-A situa-se ao extremo de 3'UTR. (Galdino et al 2011, em
2011 American Society for Biochemistry and Molecular Biology Annual Meeting)

As UTR foram negligenciadas por muito tempo, por acreditarem que n&o
exerciam nenhuma funcdo. No entanto, estudos evidenciaram sequéncias de
elementos regulatorios de diferentes genes, dispostos nessas regifes, atuando como
sitios de ligacdo de proteinas no mecanismo de traducdo e modulando mRNA
individualmente durante o ciclo de vida do parasito (De Gaudenzi et al, 2003). Foi
evidenciado a participacdo ativa desses elementos no controle transducional, na meia-
vida e na estabilidade do mRNA, além da localizacao subcelular (Pesole et al, 2001).

A regido 5 UTR situa-se na extremidade 5 do DNA de todos os genes
codificadores de proteina que séo transcritos em RNA mensageiro, porém, esta regido
nao é traduzida. Ela desempenha um papel regulatério relacionado com o controle
inicial da traducédo (Barrett et al, 2012). Em geral, a 5" UTR é mais curta do que a 3’



UTR, com baixa quantidade de GC e sem a presenca do cédon AUG (Kochetov et al,
1998).

O tamanho médio das sequéncias compreendidas na 5’ e na 3’ UTR em T. cruzi
€ de 81 (El-Sayed et al, 2005) e 334 pares de bases, respectivamente (Brandao &
Jiang, 2009). Na 5 UTR, 80% das anotacbes referentes ao seu comprimento esta
abaixo de 120 pb, enquanto que a 3’ UTR apresenta comprimento inferior a 450 pb
(Brandao & Jiang, 2009) . Essas informacdes propiciaram o desenvolvimento de
ferramentas para os estudos nessa &rea, como por exemplo, a construgdo de vetores
de transfeccdo em tripanossomatideos para uma analise experimental dessas regides
transcritas, porém nao traduzidas (Araujo & Teixeira, 2011).

Os genes com UTR curtas estdo associados a uma maior expressdo do
transcrito (Davuluri et al, 2000). A adicdo de sitios de trans-splicing pode alterar o
comprimento da 5’ UTR. Esse fato foi verificado em varios genes reporteres nos quais
foram constatados sitios de trans-splicing adicionais; além disso, estudos anteriores
com as EST (Expressed Sequence Tags) de T. cruzi mostraram que isso pode ser
bastante comum nos genes de forma geral (Brandao et al, 2008). As ESTs sao geradas
a partir do sequenciamento parcial do cDNA de genes transcritos e a analise de suas
sequéncias apresentou-se como uma boa ferramenta na identificacdo de genes, pois &
capaz de obter perfis detalhados de genes expressos de forma rapida e eficiente
(Verdun et al, 1998).

Os estudos de Brandéao e Jiang (2009) sugerem gue a escolha de genes que se
afastam muito da média de tamanhos das UTR de mRNAs de T. cruzi, pode ser um
ponto de partida para os estudos de mecanismos poés-transcricionais dependentes de
motivos especificos das UTR (Brandao & Jiang, 2009).

1.3 — O Papel da Trans-Sialidase na Invaséo Celular

As sialidases e os acidos sialicos possuem um importante papel nas interacées
celulares e na modulagdo do reconhecimento de patdgenos invasores das células
hospedeiras de mamiferos (Schenkman et al, 1994). O T. cruzi expressa uma unica
enzima metabolizadora de acido sidlico denominada trans-sialidase ou TS,
responsavel por catalisar a transferéncia do acido sialico de glicoconjugados do
hospedeiro para moléculas aceptoras presentes na membrana plasmética do parasito
(Schenkman et al, 1994).



Estudos experimentais (Cazzulo & Frasch, 1992) confirmaram a divisao
funcional da enzima em dois dominios: a regido amino-terminal, com atividade
catalitica, e a regido C-terminal com fun¢des estruturais, tais como a oligomerizacao e
0 posicionamento do dominio catalitico sobre a membrana plasmatica do parasito. O
modelo da TS de epimastigota e de tripomastigotas destaca a estrutura da TS em
epimastigotas como monomérica, enquanto que em tripomastigotas, esta proteina
apresenta-se como multimérica e ancorada & membrana pela ancora de glicosil
fosfatidil-inositol. Apesar das diferencas evidenciadas, as duas formas apresentam um

dominio catalitico similar (Schenkman et al, 1994) (Figura 1.5).

Trans-Sialidase (TS)

trans-sialidase

de tripomastigota
trans-sialidase

de epimastigota

/%«g;vf\ Repeticéo de 12 aa
Sitio de €3}
Clivagem YGPI ancorado

G \ S G e W G

Figura 1.5 - Representacdo das classes estruturais de trans-sialidases de T. cruzi em epimastigotas e
tripomastigotas. Figura adaptada de Schenkman et al, 1994.

Os genes codificadores da enzima TS estdo dispostos no genoma de T. cruzi
como copias multiplas (Macina et al, 1989); (Pereira et al, 1991), em varios
cromossomos (Henriksson et al, 1990) Encontram-se em regides subteloméricas
(sequéncias que se estendem das regides de repeticOes teloméricas até a primeira
sequéncia nao repetitiva) ou no interior dos cromossomos associados a outros genes
codificadores de proteinas de superficie (EI-Sayed et al, 2005).

A familia das TS contém 1430 membros, com tamanhos que oscilam entre 60

kDa a 200 kDa (Colli, 1993; Pollevick et al, 2000). Desses, 12 codificam trans-sialidase
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enzimaticamente ativa, 725 codificam proteinas inativas TcTS - like, e 693 sao
pseudogenes (El-Sayed et al, 2005).

Inicialmente, a superfamilia foi dividida em quatro grupos baseados na
similaridade entre as sequéncias e em suas propriedades funcionais. Grupo | contendo
trans-sialidases ativas tais como TCNA e SAPA (Shed acute-phase antigen), além das
trans-sialidases expressas em epimastigota (TS-epi) e tripomastigota (TS-tripo). O
Grupo Il compreende as glicoproteinas de superficie associadas aos mecanismos de
ligacdo e invasdo as células do hospedeiro, como a gp85, gp90 e gp82. O Grupo Il
esta representado por proteinas que inibem as vias classica e alternativa do sistema
complemento e tem como representante a proteina FL-160. O Grupo IV tem por
membro a proteina TsTcl3 de funcdo desconhecida, porém contendo um motivo
conservado presente em todos os integrantes dessa familia (Schenkman et al,
1994);(Colli, 1993). Contudo, estudos recentes sobre o genoma da cepa CL-Brener
revelaram quatro novos grupos identificados como pertencentes a familia das trans-
sialidases constituindo, portanto, um total de 8 grupos (Freitas et al, 2011).

Essa familia génica é altamente polimérfica, embora apresente varios motivos
conservados, sendo o mais conservado, VTVXNVXLYNR, localizado acima da
terminacdo carboxi de todos 0os membros pertencentes a essa superfamilia (Freitas et
al, 2011). Sua organizagdo estrutural é varidvel entre cromossomos e as cepas,
podendo ser um importante ponto de estudo para a andlise de genes com
caracteristicas de TS ativa (Freitas et al, 2011), (Dc-Rubin & Schenkman, 2012).

Dentre as 223 proteinas detectadas pela analise protedmica contendo
caracteristicas da familia GH-33 (familia pertencente as trans-sialidase), 15 genes sao
TS enzimaticamente ativos (Atwood et al, 2005). A atividade enzimatica foi identificada
em epimastigotas (Previato et al, 1985) e nos extratos de tripomastigotas (Zingales et
al, 1987). Em culturas axénicas, epimastigotas apresentam baixa atividade enzimatica
da TS (Chaves et al, 1993). No entanto, a atividade enzimética aumenta quando ocorre
a metaciclogénese e os mesmos diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos
(Yoshida, 1983), evidenciando o importante papel de transferéncia do acido siélico dos
oligossacarideos e glicoproteinas do hospedeiro para a superficie do T. cruzi (Zingales
et al, 1987). A transferéncia é especifica e envolve a molécula de &cido siadlico a — (2 —
3) ligada ao doador e a formagédo de um complexo contendo o terminal do grupo B —
galactopiranosil no substrato aceptor (Giorgi & de Lederkremer, 2011).

A invasao celular pelo T. cruzi (tripomastigotas metaciclicos) caracteriza-se pela

formacdo do vacuolo parasitéforo na célula hospedeira (Dc-Rubin & Schenkman,

11



2012). A formacédo desse vacuolo e a retencdo do T. cruzi sdo dependentes da juncéo
entre os lisossomos com a membrana do hospedeiro e a associacdo precoce dos
endossomos com o parasito (Burleigh, 2005) (Figura 1.6).

A superficie do T. cruzi recoberta por acido sialico, interage com uma lectina Ig —
like de células dendriticas capaz de suprimir a producédo da citocina pré-inflamatoria IL-
12 responsavel pela ativacdo da resposta imune (Erdmann et al, 2009). Além disso, o
acido sidlico na superficie do parasito fornece protecao contra a acédo da atividade litica
do sistema imunolégico do hospedeiro (Ribeirao et al, 2000), e inibicdo da ligacdo do
fator B do complemento (Joiner et al, 1986).

Dessa forma, podemos associar a supressao da resposta imune inata durante o
inicio da infeccdo com o estabelecimento da infec¢cdo (Dc-Rubin & Schenkman, 2012)
devido a clivagem da ancora de GPI, e da subsequente remocéo de &cido sialico da
superficie, levando o paciente a um quadro de trombocitopenia na fase aguda da
doenca de Chagas (Tribulatti et al, 2005).

No entanto, as manifestacdes clinicas resultantes sdo altamente variaveis,
levando o paciente desde o estado assintomético até complicacdes cardiacas graves
(Erdmann et al, 2009). Uma possivel causa para a variacdo das manifestacdes clinicas
na doenca de Chagas seria a variabilidade genética das cepas de T. cruzi, as quais
compreendem populacdes de parasitos altamente heterogéneos (Dvorak, 1984),
(Revollo et al, 1998; Zingales et al, 1999).

Utilizando a cepa de T. cruzi do grupo | (Tehuantepec) e outra do grupo I
(Tulahuen), demonstrou-se que a cepa classificada no grupo Il contém maior
guantidade de &cido sidlico em sua superficie do que a do grupo |, fazendo com que a
mesma desenvolva uma parasitemia maior, bem como uma resposta inflamatoria
aumentada no modelo experimental de infeccdo. Contudo, ambas as cepas
apresentam a mesma capacidade de invasao celular, porém com potencialidade
diferenciada para a modulacédo das células dendriticas e toda a cascata inflamatoria
(Erdmann et al, 2009).
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Lisossomos

Figura 1.6 — Esquema sumarizando a invaséo celular pelo Trypanosoma cruzi. No momento da invasédo do T. cruzi
na célula hospedeira, ha um aumento nos niveis de célcio no citoplasma e recrutamento de lisossomos para o local
de entrada. Outra via utilizada para a invaséo é a invaginagdo da membrana levando ao acumulo de PIPs, formando
um vacuolo endossomal que sera posteriormente enriquecido com lisossomos. Apds a internalizagdo, os
Tripomastigotas se transformam gradativamente em amastigotas que, apds a ruptura do vacuolo por acdo de
porinas, como TcTOX, entram em contato direto com o citoplasma passando a se multiplicar (de Souza et al, 2010).

A principal TS expressa pelos epimastigotas ndo possui a regido de repeticéo
SAPA e ndo esta ancorada a membrana por GPI (Briones et al, 1995); além disso, &
pouco secretada para o meio (Rubin-de-Celis et al, 2006). Essas trans-sialidases
sializam, principalmente, mucinas de 35 — 50 kDa depositando-as sobre a superficie
dos epimastigotas e influenciando na migracéo e diferenciacdo do parasito frente ao
intestino do inseto repleto de sangue (Schenkman & Eichinger, 1993), (Frasch, 2000).
Apesar de expressarem apenas 17% das trans-sialidases, quando comparados aos
tripomastigotas, provavelmente a sializagdo nos epimastigotas esta envolvida na
adesdo do parasito as células epiteliais da ampola retal do inseto (Giorgi & de
Lederkremer, 2011), bem como na protecdo do parasito mediante a acao de enzimas
glicoliticas presentes no tubo digestivo do vetor (Garcia & Azambuja, 1991).

Algumas trans-sialidases inativas atuam como lectina-like, ou seja, servem de

ancora ao interagirem com a porc¢ao de carboidrato dos glicoconjugados presentes na
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superficie do hospedeiro, facilitando, dessa forma, a transferéncia do acido sialico

realizado pelas enzimas ativas (Oppezzo et al, 2011).

1.4 - Sistema de Sintese na Traducé&o Acelular in vitro

Estudos sobre o sistema de sintese de proteinas in vitro vém contribuindo ao
longo dos anos para a elucidagcdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
regulacéo pos transcricional da expressao génica (Zamecnik & Keller, 1954).

A sintese acelular oferece varias vantagens quando comparada com a
tecnologia celular recombinante convencional, como por exemplo, a isengdo de
possiveis interacbes que poderiam ocorrer durante a expressdo de proteinas
recombinantes nas células dos microorganismos (Nakano & Yamane, 1998).

Essa metodologia tem se mostrado uma alternativa bastante eficiente aos
estudos classicos de expressdo génica in vivo. A sintese acelular ocorre em um
ambiente perfeitamente modificavel sendo capaz de se adequar as necessidades do
ensaio; dessa forma, torna-se ideal para investigacbes de grupos de marcadores
seletivos de moléculas proteicas (Torizawa et al, 2004), fornecimento de informacdes
genéticas através da traducdo in vitro (Rungpragayphan et al, 2003) e de manipulacéo
de proteinas toxicas in vitro que ndo poderiam ser sintetizadas in vivo (Kang et al,
2000). Além disso, vislumbra a expressao de multiplas proteinas simultaneamente pela
adicao de bibliotecas de mRNA e cDNA (Kim et al, 2006; Ohuchi et al, 1998).

Os protocolos em vigéncia para a realizacdo da sintese envolvem etapas
extensas e complicadas, consumindo muito tempo e alto custo. Portanto, o
desenvolvimento de uma metodologia mais préatica e econdmica se tornou crucial para
a expansao e aplicacado da sintese acelular (Kim et al, 2006).

O protocolo elaborado e estabelecido por Pratt (Pratt, 1984) denominado S30, se
tornou um método padrdo baseado nos extratos de Escherichia coli, no entanto, seu
preparo envolve varias etapas para a lise celular, tais como, alta centrifugacao
(30.000g), pré — incubacéao, dialise e clarificacdo (Kim et al, 2006).

A fim de melhorar o preparo de extrato protéico de células de E. coli, Kim e
colaboradores (Kim et al, 2006) desenvolveram uma metodologia, baseada no extrato
S30, porém com baixa centrifugacéo e diminuicdo das etapas; a esse novo extrato foi

dado o nome de extrato S12 (com centrifugacdo de 12.000g).
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Os sistemas de sintese acelular mais comuns em eucariotos sdo os extratos de
gérmen de trigo, reticulocito de coelho e de levedura, utilizados para estudos de
engenharia genética voltada para a andlise protéica, assim como muitas aplicacées no
diagndstico e testes toxicologicos (He & Wang, 2007). No entanto, esse sistema em
células eucaridticas nao € de facil obtencdo em grande escala, por serem laboriosos e
de alto custo em seu preparo, além de serem derivados de organismos de dificil
manipulacéo genética (He & Wang, 2007).

A Leishmania tarentolae tem sido o organismo eucarioto extensivamente
utilizado como modelo nos estudos de sintese acelular. Isso se deve ao fato de serem
facilmente manipuladas geneticamente e em meio de cultura e ndo serem patogénicas
para os mamiferos (Breitling et al, 2002); (Niculae et al, 2006); (Fritsche et al, 2008).

Com o advento da era protebmica, houve uma expansdo dessa técnica,
promovendo varias aplicacdes relacionadas a estrutura e funcdo das proteinas (Katzen
et al, 2005). Portanto, podemos considerar essa tecnhologia como uma ferramenta
bastante flexivel, capaz de manipular as condicbes de reacBes e gerar novas
aplicacbes, como as pesquisas na area poés-gendmica e estudos envolvendo a
expressao de proteinas (Katzen et al, 2005);(Mureev et al, 2009).

Sendo assim, com o intuito de contribuirmos com os estudos relacionados aos
mecanismos pos-transcricionais e transducionais do T. cruzi, elaboramos, no presente
trabalho, um novo protocolo, baseado no extrato S12 (denominado TcS12), para a

formacao de um extrato especifico de T. cruzi.

1.5 - Abordagem Protedmica

O termo proteoma é referente a analise da expressdo proteica por um
determinado tipo celular ou organismo em condi¢cdes definidas (Aebersold & Mann,
2003); (Schilling et al, 2012). A identificacdo de proteinas fornece uma visdo ampliada
da rede regulatéria celular e de interacdo entre as varias biomoléculas que compdem
um sistema biologico (célula e tecido, por exemplo). Isso permite estabelecer uma
ligacdo entre a proteina identificada e seu gene (ou genes) relacionado(s) e, por
conseguinte, todo o coédigo genético da espécie em estudo, levando, entdo a
informacdes fisioldgicas e genéticas (Aebersold & Mann, 2003).

Atualmente, as metodologias baseadas no uso da espectrometria de massas

sdo muito populares no estudo de um determinado proteoma, principalmente devido a
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sensibilidade e rapidez de resultados oferecidos por tal técnica. Entre as suas varias
finalidades, a espectrometria de massa é usada ndo somente para se identificar
proteinas, mas também para se comparar a expressao diferencial dessas
biomoléculas, e até mesmo para se investigar modificacdes pds-transducionais que
comumente ocorrem em todos os aminoacidos (Schilling et al, 2012).

No entanto, a aplicacdo da espectrometria de massa foi restrita durante muito
tempo a investigacdo de pequenos compostos termoestaveis, devido a falta de uma
fonte de ionizagdo capaz de ionizar e transferir as moléculas ionizadas para a fase
gasosa sem haver fragmentacdo excessiva. Nao havia ainda técnicas de ionizacdo que
fossem capazes de preservar as caracteristicas do material a ser analisado (Aebersold
& Mann, 2003).

As analises feitas pela espectrometria passaram por mudancas drasticas,
levando ao aumento de seu uso no estudo de biomoléculas apés a introducdo das
técnicas de ionizacdo, Electrospray (Magdesian et al) e Matrix Assisted Laser
Desorption lonization (MALDI), que permitiram a transformacdo de biomoléculas
intactas em ions moleculares (Karas & Hillenkamp, 1988). Concomitantemente, vieram
novos analisadores de massa como 0s ion trap, e aqueles atrelados a instrumentos
multi-estagios, por exemplo, hybrid quadrupole orthogonal-acceleration time-of-flight
(Q-Q-ToF® e o g-oa-ToF®) e tandem time-of-flight (ToF-ToF®) (Aebersold & Mann,
2003).

Todas as configuracdes existentes foram desenvolvidas levando-se em conta
dois aspectos fundamentais da espectrometia, que sdo a sensibilidade e precisdo de
deteccdo. Aspectos esses que melhoraram os estudos de proteomas. Vérias
estratégias que combinam a espectrometria de massa com outras técnicas de
separacdo de biomoléculas, como eletroforese e cromatografia liquida também se
mostraram muito eficazes na investigacdo proteémica. Usado frequentemente nesse
tipo de estudo, o acoplamento da espectrometria de massa a um sistema de
cromatografia liquida (LCMS/MS) (Figura 1.7) permite a identificacdo de proteinas em
abordagens “high-throughput” desvendando entdo, uma visdo da grande complexidade
do proteoma das espécies. Nesse trabalho, foi usada a LCMS/MS para se estudar a
comparacdo do proteoma de quatro cepas de T. cruzi como sera abordado na

discussao.
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Figura 1.7 — Esquema representando a configuracdo de um espectrdmetro de massa combinado com um sistema
cromatografico. A amostra é inserida em uma coluna de cromatografia liquida onde seus componenetes sdo
separados antes de serem injetados em um espectrdmetro de massas. O espetrémetro de massas € composto de
trés partes: uma fonte de ionizagdo como o Electrospray e o MALDI, converte as biomoléculas em ions, o analisador
de massas, representado pelo quadrupolo e o TOF, onde os ions sdo separados de acordo com sua razao m/z
(raz@o entre a massa e a carga da biomolécula analisada), e um detector onde os ions sdo detectados. Os sinais
gerados pelo detector sdo convertidos em um cromatograma e portanto um espectro de massa.
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2. Justificativa:

O acumulo de evidéncias relatadas sobre a participacdo de elementos
regulatérios nos mecanismos de traducédo nas UTR, de diferentes genes, nos motivou a
investigar a relacdo entre a organizacao génica de familias de copias multiplas e seu
nivel de expressao proteica. O gene selecionado nesse trabalho foi o da familia das
trans-sialidases (TS): (a) por estar representado em multiplas cépias no genoma de
Trypanosoma cruzi; (b) por ser importante no processo de infectividade do parasito
frente ao seu hospedeiro vertebrado; e (c) por estar envolvido no mecanismo de
adesdo do protozoario (na forma epimastigota) as paredes do tubo digestivo do
reduvideo, vetor invertebrado (Atwood et al, 2005; Colli & Alves, 1999).

A investigacdo do perfil protebmico das cepas (na forma epimastigota) em
diferentes fases da curva de crescimento, permitira compreender as diferencas e
similaridades da expressao proteica e relaciona-las com o comportamento bioldgico do
parasito.

Metodologias combinadas a espectrometria de massas ja sdo extensivamente
usadas para se classificar microrganismos e bactérias (van Veen et al, 2010; Freiwald
& Sauer, 2009), porém ainda nao ha descricbes publicadas referentes aos
tripanossomatideos. As estratégias de identificacdo das DTU de T. cruzi (Zingales et al,
2009) envolvem metodologias mais tradicionais que usam marcadores moleculares e
bioguimicos, os quais, as vezes ndo permitem classificar conclusivamente o grupo o
gual pertenca uma determinada cepa de T. cruzi. Sendo assim, uma das contribui¢cdes
do nosso estudo sera conceber uma estratégia simples, de facil execucdo e
reprodutivel, através de um extrato protéico, usando a prépria maquinaria do T. cruzi
como base de analise, permitindo, dessa forma, seu emprego nos laboratérios das
Cole¢Bes do Instituto Oswaldo Cruz visando, em casos de duvidas técnicas, a
certificacdo da cepa em manipulacao.

O extrato protéico elaborado a partir do T. cruzi também podera ser usado como
um sistema acelular para a implementagdo de ensaios de sintese proteica in vitro.
Atualmente, héa varios sistemas comerciais de traducao acelular, tais como reticulécito
de coelho, gérmen de trigo e Escherichia coli. No entanto, estudar a regulacao (pos-
transcricional) da expressao génica e a traducdo de genes multicopias, como a regiao
5'UTR de trans-sialidases - através do extrato protéico acelular de T. cruzi - fornecerao

informacgdes mais fidedignas. Vale ressaltar que a organizacdo e a regulacao génica
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desses organismos possuem varias particularidades quando comparadas aos demais
eucariotos. Portanto, abre-se uma oportunidade para o desenvolvimento de um modelo
de estudos da diversidade de organizagdo, composicéo e funcdes de familias génicas
multicOpias em protozoarios.

Além disso, tanto a auséncia de TS nos mamiferos, quanto o papel que
desempenha na infectividade do T. cruzi, valida essa enzima como um potencial alvo
para drogas no tratamento da doenca de Chagas (Neres et al, 2008; Carvalho et al,
2010) corroborando, portanto, a escolha da referida proteina como alvo para o presente
estudo.
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3. Objetivos

3.1 — Objetivo Geral

» Caracterizar as regides ndo traduzidas (5 UTR) de trans-sialidases em
Trypanosoma cruzi e avaliar a influéncia da variacdo dos sitios de trans-splicing
na traducéo destas proteinas:

% Através de um gene reporter

% Por espectrometria de massas

3.2 — Objetivos Especificos

v' Desenvolver metodologia de lise celular para elaboracdo de extrato proteico
acelular de T. cruzi.

v'Avaliar a qualidade dos extratos proteicos das cepas Dm28c (Tcl), Y (Tcll), CL-
Brener (TcVI) e 4167 (TclV) por espectrometria de massas.

v' Analisar comparativamente a expressao proteica dos extratos das quatro cepas
de T. cruzi gerados a partir da metodologia de lise celular através do uso de
espectrometria de massas.

v' Caracterizar a presenca de sitios adicionais de trans-splicing nas regiées nao
traduzidas (5’ UTR) de trans-sialidase em T. cruzi (CL-Brener).

v' Através do banco de dados de cDNA de trans-sialidases de CL-Brener gerado
no presente estudo, correlacionar esta classe de proteinas identificadas por
espectrometria de massas buscando avaliar a composi¢ao e o tamanho das %’

UTR na traducéo.
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4. Materiais e Métodos

4.1 — Cultivo de Trypanosoma cruzi:

Foram cultivadas células no estagio epimastigota de cepas de CL-Brener, Y,
Dm28c e 4167, todas oriundas da colecdo de Protozoérios do Instituto Oswaldo Cruz
(COLPROT).

4.1.1 — Meio de Cultura BHI (Brain Heart Infusion):

As quatro cepas de T. cruzi foram crescidas a 28°C em cultura axénica em meio
Warren modificado (Silva et al, 2006b; Warren, 1960) (Brain Heart Infusion) (DIFCO-
BD, Sparks, MD, USA) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil). Foram inicialmente cultivadas até atingirem a fase logaritmica,
de acordo com o perfil da curva de crescimento de cada uma: Dm28c e Y no sétimo dia
de crescimento, CL-Brener e 4167 no nono e quarto dia, respectivamente.

Os epimastigotas foram avaliados antes de cada repique, por contagem em
hemocitdbmero de Neubauer (camara de Neubauer) para atingir uma densidade celular
na ordem de 107 células/mL.

No meio da fase logaritmica de cultivo, 107 células foram obtidas por
centrifugacéo da cultura a 800 g durante 10 minutos, lavadas trés vezes com Naz:HPO4
10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.2 (PBS) e ressuspendidas em trizol, para a posterior
extracdo de RNA ou em solucéo tampao de lise hipoténica (HEPES KOH 20 mM e DTT
2 mM), para a obtencéo do extrato TcS12 (item 4.9).

4.2 - Extracao de RNA total de T. cruzi:

Apé6s a contagem de células e sua centrifugacdo para a formacdo de um
concentrado (pellet), adicionou-se 1mL de Trizol (Invitrogen®), podendo ser esse
volume variavel, de acordo com a quantidade de células disponiveis na cultura, e o
protocolo seguiu as instrucbes do fabricante com pequenas modificacbes. Apos a

homogeneizagdo do concentrado celular com o Trizol, acrescentamos 200 pL de
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cloroférmio e centrifugamos a 12.000 g por 15 minutos. Em seguida, transferimos o
sobrenadante (fase aquosa) para um microtubo de 1,5 mL limpo (RNase / DNase free),
e colocamos 500 pL de isopropanol; também acrescentamos 3 pL de poliacrilamida
linear e incubamos no gelo por 10 minutos a 4°C. Ap6s os 10 minutos de incubagéo,
centrifugamos a 12.000 g por mais 10 minutos. Descartou-se o0 sobrenadante,
cuidadosamente, e realizou-se a lavagem do concentrado com 500 uL de etanol 75% a
7.500 g por 5 minutos. Descartamos o0 sobrenadante e secamos a 37°C de 5-10
minutos; o concentrado foi ressuspendido em 30 pL de agua ultra-pura.

A amostra foi quantificada por espectrofotébmetro (NanoDrop™ — Thermo
Scientific®) a fim de adicionarmos a quantidade desejavel de RNA na etapa de
transcricdo reversa. A pureza e integridade do RNA extraido foram definidas pela
eletroforese em gel de agarose a 1%. Foram aplicados 4 pL de RNA total recém
extraido, acrescidos de 4 pL de formamida, incubados por 10 minutos a 25°C antes de
serem aplicados no gel, objetivando a eliminacdo das estruturas secundarias inerentes
ao RNA, além de melhorar a visualizacdo do mesmo. A coloracdo de todos os géis de
agarose realizados nesse trabalho foram feitas com o reagente GelRed® (Biotium,
Califérnia, EUA).

4.3 — Transcricdo Reversa e PCR qualitativa (RT — PCR):

A primeira etapa dessa técnica foi a conversdo do RNA em cDNA (DNA
complementar) através do uso de uma transcriptase reversa. A sintese da primeira fita
do DNA foi feita utilizando SuperScript Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen®) de
acordo com as condi¢cOes do fabricante: 2 — 5 pg de RNA, 1 pM (0,1uM) de iniciador
aleatério (Random Primer de 6 nucleotideos, Invitrogen®), 1uL (0,25 mM) de dNTP
(Invitrogen®), sequido de incubacdo a 65°C por 5 minutos; acréscimo dos demais
reagentes, como 4pL de First Strand Buffer 5X, 2 uL de DTT (0,1 mM) , 1 uL de
RNaseOUT (40 U / pL) (Invitrogen®) ou RNasin (Promega® e 200 U / pL de
SuperScript Ill Reverse Transcriptase, incubando por mais 1h a 50°C. Para esse
protocolo, ha necessidade de inativacdo da enzima a 70°C por 15 minutos.

Como controle negativo da reacao foi adicionado um tubo contendo RNA com os
demais reagentes, exceto a transcriptase reversa.

A segunda etapa consistiu em realizar a amplificagdo do cDNA. Para tanto,
utilizamos 0,2 uM de cada iniciador: SUTRTCNA (5 TGT TTC GTA GCG AGC GTC CG
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3’), referente a neuroaminidase (também pertencente a familia das trans-sialidases),
pareado com o iniciador do mini-exon, denominado ME3 (5 AAC TAA CGC TAT TAT
TGA TAC AGT T 3’), ou o mesmo ME3 pareado com um iniciador para a trans-sialidase
contendo um pequeno trecho da ORF — denominado TcTs reverso (5 GCC GGG ACA
TGT TGG GCC TC 3’). Os oligonucleotideos foram sintetizados pela empresa
Invitrogen® e diluidos em solucéo de TE 1X (10 mM Tris-HCL e 10 mM EDTA pH8,0) a
uma concentracao de 100 uM (solucao estoque) e diluidos em agua ultra pura a uma
concentragéo de 10 uM (solugéo de uso). Os iniciadores utilizados foram armazenados
a-20°C.

Os referidos iniciadores pareados foram introduzidos a uma solucdo contendo
0,2 mM de dNTPs, 2,0 mM de MgCLz, 5 pL 10X de tampéo de PCR, 1 U / uL Taq
recombinante - Invitrogen® e H20 ultra pura livre de DNase para completar 48 pL, além
de 2 uL de cDNA. As condi¢des do ciclo da PCR foram: 96°C por 15 segundos, 55°C
por 20 segundos, 72°C por 30 segundos, perfazendo 35 ciclos, seguido de 10 minutos
de extensédo a 72°C no termociclador Eppendorf Mastercycle® gradient.

Os fragmentos amplificados foram revelados em aliquotas de 10 pL, aplicados
em gel de agarose 1% imerso em tampéao TBE 0,5X (Tris base 89 mM, acido bérico 89
mM e EDTA 2 mM) corados com GelRed®. Os resultados foram visualizados por
transiluminacdo com luz ultravioleta e registrados digitalmente com o auxilio do sistema
de fotodocumentacéo de imagens em gel (Bio-Rad®).

Os produtos amplificados contendo as 5 UTR dos respectivos cDNAs foram

clonados usando células eletrocompetentes e/ou células quimicamente competentes.

4.4 — Preparo das Células Quimicamente Competentes:

A metodologia teve inicio apds a semeadura de uma cultura de Escherichia coli
linhagem TOP10 ou DH5a em placa de Petri contendo meio LB sdlido (Luria-Bertani
acrescido de Agar-Agar) sem antibidtico, e crescimento por 18h a 37°C. Apo6s o tempo
de crescimento, uma colonia foi selecionada e adicionada em 25 mL de meio Terrific
Broth ou meio LB liquido (Luria- Bertani) sem antibiético e incubagéo por mais 18h a
37°C com agitacdo de 200 rpm. Decorrido as 18h de incubacédo, é esperado que a
cultura tenha atingido densidade optica (da Silva et al) em 550 nm, equivalente a fase

log.
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Em seguida 5% da cultura inicial em 25 mL (1,25 mL) séo transferidos para 100
mL de meio Terrific Broth ou LB e incubados por mais 2h a 37°C e agitacao de 200
rpm. Posteriormente, a cultura € dividida em dois microtubos de 50 mL e incubada a
4°C por 10 minutos. Ao término desse periodo, o material é centrifugado a 1.260 g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante é descartado e 30 mL de solucéo filtrada contendo
MgCl2 20 mM e CaCl. 80 mM sé&o adicionados ao concentrado de células, com
incubacédo por 10 minutos a 4°C. As células sdo centrifugadas a 1.260 g por 10 minutos
a 4°C e ressuspensas em 2 mL de solucao contendo CaCl2 100 mM filtrado e 10% de
glicerol previamente autoclavado.

Por fim, o volume final é dividido em aliqguotas de 100 pL, distribuidas em
microtubos de 1,5 mL e submetidas a congelamento instantaneo com gelo seco e

alcool ou nitrogénio liquido, antes de serem estocados a - 80°C até o momento do uso.

4.5 — Preparo das Células Eletrocompetentes:

Apo6s o descongelamento a 4°C de dois microtubos de 1,5 mL contendo as
células eletrocompetentes (Invitrogen®), as aliquotas de cada tubo (100 L de células)
foram transferidas para uma garrafa de cultura estéril contendo 100 mL e para outra
garrafa menor contendo 5 mL de meio LB e as células foram crescidas a 37°C, por 18h
sob agitacao de 200 rpm.

Decorrido o tempo de incubacéo, da garrafa de cultura menor, foram retirados 10
UL que, em seguida, foram semeados em placa de Petri (contendo meio LB e Agar-
Agar) sem ampicilina para servir de estoque, posto que a 4°C as células possuem
viabilidade de até 3 meses.

Para a garrafa de cultura de maior volume, foi transferido 1 mL de seu contetdo
para uma nova garrafa contendo 499 mL de meio LB, seguido de incubacéo a 37°C,
por mais 3h, sob agitagdo de 200 rpm. Ao final desse intervalo a cultura terd atingido
uma OD de 0,5.

A cultura foi centrifugada a 4°C, por 10 minutos a 4000 g. O sobrenadante foi
descartado e submetido a trés processos de lavagem, sendo a primeira com 100 mL de
solucéo gelada de agua contendo 10% de glicerol estéril, a segunda lavagem em 25
mL de solugcéo gelada de agua e 10% de glicerol, e a terceira com 10 mL de solucéo
igualmente gelada de 4gua e 10% de glicerol. Cada processo de lavagem foi realizado

por centrifugacao a 4°C, por 10 minutos a 4000 g.
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Apos a ultima centrifugacdo, o sedimento de células foi ressuspendido em 2 mL

de uma solucéo final, também gelada, contendo agua e 10% de glicerol. Em todas as

etapas envolvendo solugdes com glicerol, o glicerol foi autoclavado previamente antes

da elaboracdo das solugdes para uso. Aliquotas de 50-100 pL das células foram

submetidas a um processo de congelamento prévio com gelo seco e alcool antes de

serem estocadas a - 80°C.

4.6 - Clonagem dos Produtos Amplificados

A primeira etapa da clonagem, apds a obtencdo dos produtos amplificados, é a

ligacdo do respectivo inserto ao sitio de insercéo no vetor (processo que pode variar de

acordo com o fabricante). Nesse trabalho usamos basicamente trés plasmideos: pGem
(Promega®), pCR 4 — TOPO (Invitrogen®) e pGlow (Invitrogen®) (Figuras 4.1, 4.2 e

4.3).
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Figura 4.1 — Mapa do plasmideo pGem T — easy vector (Promega®)
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Figura 4.3 - Mapa do plasmideo pGlow (Invitrogen®).

A etapa de ligacédo no pGem T — easy (Promega®) foi realizada de acordo com o
fabricante, em volume final de 10 pL, contendo 5 pL de tampéao de ligacéo 2X, 1 uL da
enzima T4 DNA ligase (3 unidades/ pL), 1 pL (50 ng/ pL) de pGem T — easy vector
(Promega®), até 3 pL de produto de PCR purificado (podendo ser menos, caso a

concentragdo de produto esteja alta), e 4gua ultra-pura. A reacgéo foi incubada por 18 h
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Para os vetores da Invitrogen®, tanto o pCR 4 — TOPO quanto o pGlow, a
ligacdo ocorreu em volume final de 6 pL, contendo 1 pL do plasmideo (10 ng/ yL), 1 pL
de solucao de sal (200 mM de NaCl e 10 mM de MgCL2) e até 4 uL de produto de PCR
purificado, a temperatura ambiente por 5 - 30 minutos.

Apos a ligacdo, independente do plasmideo utilizado, a etapa de transformacéo
foi realizada a partir de 2 pL da reacao de ligacdo, em microtubo de 1,5 mL contendo
as células competentes, descongeladas previamente a 4°C, com a primeira incubacao
a 4°C por 30 minutos. Em seguida, realizamos o choque térmico de 2 minutos a 42°C e
adicionamos 800 pL de meio SOC ou LB aos tubos, com incubacgéo a 37°C por 1 h, sob
agitacdo a 200 rpm.

Em paralelo, placas contendo LB sélido com ampicilina (a uma concentragcédo
final de 100 pg/mL) sdo deixadas por pelo menos 30 minutos a uma temperatura de
37°C, antes do uso. Um volume de 40 pyL de X-Gal é adicionado a cada placa, no caso
do vetor em questdo possuir o gene Lac Z, o qual deveré ser inativado na presenca de
um DNA exdgeno (resultante da ligacdo), formando colbnias brancas, ou pela
capacidade do vetor em hidrolisar o X-Gal, quando n&o h& incorporagdo do DNA
exdgeno, resultando em col6nias de coloracdo azul. As placas séo incubadas por 18
horas a 37°C. Apés essa etapa, as coldonias brancas sdo selecionadas e transferidas
para 3 mL de LB liquido ou meio Terrific Broth, contendo 100 pg/mL de ampicilina, para
posterior extracdo do DNA plasmidial por miniprep. Alternativamente, estas col6nias
também foram transferidas para 15 mL de LB liquido ou meio Terrific Broth, contendo
igualmente 100 pg/mL de ampicilina, para processamento por midprep, com incubacéo
a 37°C por 18h sob agitacao de 200 rpm. Ambos os procedimentos para a recuperacao
de DNA plasmidial foram realizados por metodologias in house, descritas nos Anexos.

ApOs o cultivo, para as culturas em volume de 3 mL (miniprep), o material foi
centrifugado a temperatura ambiente, em velocidade maxima, e o sedimento gerado foi
purificado com os kits PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega®) ou
NucleoSpin® Plasmid (Macharey-Nagel®), para obtencdo do DNA plasmidial. Para o
processamento por midprep in house, os 15 mL de cultura foram centrifugados a 4.000
rpm, a 4°C por 10 minutos, e o sedimento celular foi tratado com as solugdes 1, 2 e 3

descritas nos anexos.

4.6.1 — Obtencéao dos Clones Através da PCR Colo6nia:
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Através da amplificacdo em cadeia da polimerase com iniciadores especificos
para regifes do plasmideo pGem T-easy vector e pCR 4-TOPO, M13 Forward (5" GTA
AAA CGA CGG CCAG 3) e M13 Reverse (5 CAG GAA ACA GCT ATG AC 3), foi
possivel recuperar o inserto clonado, diretamente da colénia.

A técnica consiste em adicionar cada clone obtido das placas de Petri em 9 uL
de agua. Apds esta primeira etapa, € preparada a mistura de PCR com 29 pL de H20
ultra-pura, 5 pL de Tampéao 10X, 1,5 uL de MgClz (1,5 mM), 2 uL de dNTPs (0,2 mM),
0,5 pL de Taq polimerase recombinante (5U/uL- Invitrogen®) e 1 yL de cada iniciador,
M13F e M13R, a 0,2 uM, em volume final de 50 pL.

A seguinte ciclagem térmica foi utilizada: 95 “C por 5 minutos e 40 ciclos de 95°C
por 1 minuto, 55 °C por 1,5 minuto e 72 °C por 1 minuto, com uma extenséo final a 72
°C por 5 minutos, no termociclador Eppendorf Mastercycle® gradient.

Ao final da reacdo os produtos foram visualizados em gel de agarose 1,5%,
corado com GelRed®, para a verificacdo da qualidade da clonagem e confirmacgdo do

tamanho do inserto. Colonias azuis (sem inserto) foram usadas como controle negativo.

4.7 — Sequenciamento

4.7.1 — Sequenciamento por Sanger

ApOs a extracdo do DNA plasmidial com o auxilio de kits comerciais ou in house
e posterior purificagdo do DNA, as amostras foram processadas em reacdes de
sequenciamento, empregando o Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) no equipamento ABI Prism™, segundo as especificacdes do fabricante.
Os dados foram armazenados no software de andlise das sequéncias de DNA

(plataforma de Sequenciamento PDTIS/IOC/Fiocruz).

4.7.2 - Andlise das sequéncias:

Todas as sequéncias foram editadas em formato FASTA. Para analise, edicéo e
alinhamento utilizou-se os programas BioEdit (Sequence Alignment Editor) e MEGA 4.0
(Kumar et al, 2008).

Foi realizada a busca por similaridades de sequéncias (EST/cDNA) encontradas
com as sequéncias gendmicas ja depositadas e disponiveis no banco de dados, por

meio da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) no banco de
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sequéncias do NCBI (www.ncbi.nml.nih.gov), usando a sequéncia disponivel de CL-

Brener como parametro para as comparacdes.

4.7.3 — Sequenciamento pelo uso do 454 Junior (Next Generation Sequencing —
NSG)

A metodologia usada para o sequenciamento do amplicon de cDNA de CL-
Brener no estagio epimastigota com os iniciadores do mini-exon ME3 pareado com o
iniciador reverso TcTs para trans-sialidase, descritos no item 4.3, seguiu a ciclagem
otimizada para 96°C por 15 segundos, 55°C por 20 segundos, 72°C por 30 segundos,
por 35 vezes, seguido de 10 minutos de extensdo a 72°C. Seguindo rigorosamente as
recomendacdes do fabricante e instru¢cdes do operador da plataforma, a amostra foi
purificada, quantificada e adaptadores RL foram ligados ao amplicon para posterior
analise pelo sequenciador 454 GS Junior — Roche (Plataforma de Sequenciamento de
Alto Desempenho — IOC/PDTIS).

Ao término do sequenciamento, mediante 0s arquivos gerados pelo
equipamento, optou-se pela selecdo do formato FASTA com posterior edicdo das

sequéncias através do programa USEARCH (disponivel em http://drive5.com/usearch/).

Em seguida, os seguintes parametros foram estabelecidos:

4.7.3 | — Dereplication: Define o nivel de redundéncia a ser mantida no conjunto de
sequéncias. Possibilitou a reducdo de aproximadamente 20.000 para 3.500

sequéncias.

4.7.3 Il — Alinhamento no MUSCLE (http://drive5.com/muscle/): Permitiu 0 agrupamento

das trans-sialidases.

4.7.3 1ll — Eliminagdo das sequéncias que nao eram trans-sialidases e mapeamento
gendémico das 5 UTR. Esta etapa permitiu a confirmacéo do tamanho das 5 UTR de
trans-sialidases desse grupo de epimastigotas, corroborando as informacdes obtidas
pelo sequenciamento de Sanger, bem como, para ratificar os sitios de trans-splicing,
realizacdo da analise do contexto genémico e do sinal de trans-splicing (regiéo rica em

polipirimidina, além da verificagdo da existéncia de estruturas secundarias.
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Sequenciamento de alto-desempenho (454 Junior)

Edigc&o das sequéncias no formato FastQ: eliminagéo das sequéncias reversas

!

Novo arquivo contendo cerca de 20.000 sequéncias

!

Edicdo do novo arquivo através do USEARCH (eliminacdo de sequéncias redundantes
e contagem de frequéncia (parametro usado no USEARCH: - dereplicate min= 2)

!

Reducéo das sequéncias para 3.700

!

Eliminac&o das sequéncias diferentes de trans-sialidase, reduzindo o numero de

sequéncias no arquivo: 2.660

!
Alinhamento pelo MUSCLE
!

Ajuste manual do alinhamento para andlise de sitios adicionais de trans-splicing e
agrupamento de acordo com a composi¢ao da 5' UTR.

!

Eliminacdo das redundancias; contagem da frequéncia de distribuicdo das sequéncias

!

Arquivo final: 195 sequéncias

Figura 4.4 — Fluxo do alinhamento do 454 Junior. Manipulagdo das copias de trans-sialidase para a retirada das
redundéncias e caracteriza¢do dos sitios de trans-splicing

4.8 - Sintese in vitro do RNA:

Existem dois procedimentos capazes de realizar a sintese de RNA in vitro.
Ambos sdo bastante eficientes; a diferenca entre eles, basicamente, esta relacionada
ao rendimento de RNA, gerando até 1 mg de RNA com T7 RiboMAX™ (Promega®), ao
passo que com T7 RNA polimerase (Promega®) o rendimento é menor (da ordem de pg
de RNA).

4.8.1 - Linearizagao do Plasmideo:

Tanto para a producédo de RNA sintético em grande escala quanto em pequena
escala, a técnica se inicia com a escolha do plasmideo ou DNA que servira como

molde para a enzima T7 RNA polimerase iniciar a sintese. Em seguida, o plasmideo
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com concentracdo de 2 — 5 pg/uL, devera ser linearizado com uma enzima de restricao
especifica, de acordo com a sua constituicdo. No caso do uso do pGlow, incubamos
com a enzima Sma | (New England BiolLabs®), segundo as especificacbes do
fabricante. Antes de iniciar a sintese in vitro, € necessaria a confirmagcédo do sucesso da

digestdo, em gel de agarose a 1%, com os devidos marcadores de peso molecular.

48.1.a — Sintese in vitro de RNA ndo marcado em menor escala - T7 RNA
polimerase (Promega®):

O plasmideo (pGlow, pGem Teasy vector ou pCR 4 TOPO) previamente
linearizado na concentracéo de 2 — 5 pug/uL é adicionado a uma solug¢édo contendo 40
unidades (1pL) de T7 RNA polimerase (Promega®), e seus reagentes, de acordo com
as especificacdes do fabricante: 100 mM de DTT (10 pL), 100 unidades (1 pL) de
RNasina recombinante (Promega®), 1 pyL de rNTP (25 mM), DNA molde na
concentragdo de 2 — 5 g, seguido de incubacéo a 37° C por 2h.

4.8.1.b - Sintese in vitro de RNA ndo marcado em maior escala — RiboMAX™
Large Scale RNA Production System - T7 (Promega®)

De acordo com o fabricante, sédo adicionados 20 pL de tampé&o de transcricdo T7
5X, 30 pL de rNTPs (25 mM), plasmideo linearizado — pGlow (5 - 10 ug), 10 yL da
enzima T7 (a concentracdo da enzima nao esta evidenciada pelo fabricante), 1 uL (40
unidades / puL) de RNasin (Promega®) e agua para completar um volume final de 100
ML, seguido de incubacdo a 37°C entre 2 — 4h (de acordo com a quantidade de
plasmideo inserido).

ApoOs a incubacédo, o RNA produzido é tratado com DNase (RQ1 RNase—free
DNase Promega®) através de incubacdo a 37°C por 40 minutos, com acréscimo de 2
pL da solugcao de bloqueio (stop solution) a 65°C por 10 minutos, para a eliminagéo do
plasmideo utilizado como molde pela enzima T7. Posteriormente, o RNA sintetizado &
purificado com Trizol (Invitrogen®), seguindo as recomendacdes do fabricante, visando

a obtencao de um RNA de melhor qualidade e mais concentrado.

32



4.9 — Elaboracao do Extrato Protéico de T. cruzi — Sistema Alternativo

para Lise Celular

Células de T. cruzi no estagio epimastigota, compreendendo quatro cepas foram
selecionadas para estudo: CL-Brener, 4167, Dm28c e Y. Apds atingirem um
crescimento na ordem de 107 células/mL, estas foram submetidas a uma centrifugacéo
em 700 g, por 10 minutos a 4°C, para obtencao do concentrado celular.

Em seguida, o concentrado foi lavado com 10 mL de PBS por trés vezes, a partir
de centrifugacdes a 700 g, por 10 minutos a 4°C. ApOs este passo, 0 sobrenadante foi
eliminado e 200 pL de solucdo hipotbnica de lise celular composta por 20 mM de
HEPES-KOH e 2 mM de DTT foram adicionados para uma subsequente incubacéo a
4°C por 30 minutos. Em seguida, o material foi incubado por mais 30 minutos em
ultrassom de banho (USC 750A, Unique Group, Indaiatuba, SP, Brasil) contendo um
pouco de gelo para evitar elevacédo da temperatura da agua.

ApoOs as amostras serem retiradas do ultrassom, elas foram centrifugadas a
12.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
1,5 mL e incubado a 37°C por 30 minutos para a eliminacdo do mRNA enddgeno. Apos
nova incubacdo nas mesmas condi¢des, o agora extrato TcS12, foi estocado a — 80 °C
até o momento de uso.

Os extratos proteicos provenientes do lisado celular de cada cepa estudada,
foram quantificados usando-se o kit Bradford Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, Ca,

EUA) de acordo com o manual do fabricante.

4.10 — Verificacao da Eficiéncia do Sistema Alternativo de lise celular
pela Anélise de Citometria de Fluxo (FACS)

Para a quantificacdo da permeabilidade da membrana celular de T. cruzi, cepa
CL-Brener, aliquotas de epimastigotas, na ordem de 10’ células/mL, foram
ressuspendidas e incubadas em 200 uL de solugao tampéao de lise celular (20 mM de
HEPES-KOH e 2 mM de DTT) por 0, 10, 20 e 30 minutos a 4°C. Ap6s o periodo de
incubacédo, os parasitos foram marcados com 6 pL da solucdo de iodeto de propideo
(Pl) a uma concentragdo de 30 pg/puL (Sigma-Aldrich, MO, USA) e analisados

imediatamente no citbmetro de fluxo.
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Seguindo a incubacéo a 4°C por 30 minutos, conforme descrito, trés aliquotas de
epimastigotas foram submetidas ao ultrassom de banho por 10, 20 e 30 minutos, com
subsequente marcagdo com Pl no momento de sua visualizagdo microscépica. Todos
0s experimentos foram realizados por trés vezes de maneira independente.

O controle positivo foi obtido pelo tratamento dos parasitos com 0.01% (w/v) de
saponina, incubados por 15 minutos a 4°C, seguido pela marcacdo com a solugdo de
Pl.

Os dados desse ensaio foram gerados pelo uso de um citdbmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA) equipado com o software Cell
Quest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, San Jose, CA, EUA). Um total de
10.000 eventos foram adquiridos na regido previamente estabelecida como a

correspondente para epimastigotas tipicos.

4.11 - Analise por Microscopia de Contraste de Interferéncia
Diferencial (DIC)

Para corroborar a andlise da eficiéncia do protocolo de extrato celular, a cinética da lise
foi monitorada e gravada através da técnica de microscopia de contraste de
interferéncia (DIC). Epimastigotas CL-Brener na ordem de 107 células/mL foram
incubados em solucéo tampéo hipotbnica de lise por 0, 10, 20 e 30 minutos a 4°C e
imagens da suspensao celular foram gravadas. Apés os 30 minutos de incubacao, as
amostras foram submetidas ao ultrassom de banho por 10, 20 e 30 minutos. Laminas
de parasitos frescos obtidos nas condi¢cbes supracitadas foram preparadas e
analisadas imediatamente em um microscoépio Zeiss AxioObserver M1 (Oberkochen,

Alemanha).

4.12 - Verificacdo do Sistema de Lise pela Espectrometria de Massas

4.12.1 — Digestdo Enziméatica do Extrato Proteico TcS12

Antes de se iniciar o procedimento de digestdo, uma aliquota do extrato proteico TcS12
ressuspendido em tampao hipoténico (HEPES —KOH 20mM, DTT 2 mM) foi dialisada
contra solugéo de bicarbonato de aménio (NH4HCO3 100 mM pH 8.0), usando-se filtro
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molecular de cut off de 3 kDa (Amicon, Millipore, Tullagreen, Cork, Irlanda). Para
certificar-se da troca completa de solucdo-tampédo, o procedimento de dialise foi
realizado quatro vezes, pela adigdo de aproximadamente 400 pL de NH4HCO3 100 mM
pH 8.0. Ao final, a solucdo de mistura de proteina retida (e concentrada) de cada
amostra foi diluida em 100 uL de NH4HCO3 100 mM pH 8.0 para uma concentracao
final de 1 pg/uL.

A digestdo enzimatica dos extratos proteicos por tripsina foi baseada na
metodologia descrita por Murad et al. (2011). A cada amostra (100 pL) foi adicionado
surfactante RapiGest™ (Waters, Milford, MA, EUA) para uma concentracéo final de
0,1% (p/v, em NH4HCO3 100 mM pH 8,0) com subsequente incubacéo a 80 °C por 15
minutos sob agitacéo (900 rpm). Em seguida, adicionou-se ditiotreitol (DTT, GibcoBRL,
Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) para uma concentragéo final de 5 mM (em
NH4HCO3 100 mM pH 8,0), e incubou-se por mais 30 minutos a 60 °C sob agitacdo de
900 rpm.

Os ensaios foram resfriados a temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados 6 uL de iodoacetamida (IAA, Sigma-Aldrich, St Louise, MO, EUA) 500 mM
(em NH4HCOs3 100 mM pH 8,0) ao extrato proteico e incubado no escuro por 30
minutos a 25 °C. Para a digestdo enziméatica, uma solucao de 400 ng/uL de tripsina em
NH4sHCO3 100 mM pH 8.0 (Promega, Madison, WI, EUA) foi adicionada as amostras na
razdo de 1:50 (p:p, enzima:substrato). A reacdo foi realizada a 37 °C por 18h, sob
agitacdo de 900 rpm.

A digestdo foi finalizada acidificando-se as solucbes com 5 uL de acido
trifluoroacético 20 % (v/v) para concentracao final de 0,5 % (v/v), seguida de incubacao
a 37 °C por 90 minutos, afim de precipitar o surfactante RapiGest.

A solucéo de peptideos foi, entdo, centrifugada a 20.200 g por 30 minutos a 6° C.
O sobrenadante foi transferido para um microtubo e seco em centrifuga a vacuo por

aproximadamente 2h. As amostras foram estocadas a -20 °C.

4.12.2 — Analise por Espectrometria de Massas

Antes da analise em 2D-LC-MS/MS, todas as amostras foram ressuspensas em
100 uL de tampéo de troca idnica (formato de amdénio 5 mM, acetonitrila 5% pH 3,2).
Os peptideos foram analisados usando-se o espectrémetro de massas SYNAPT™ G1

HDMS™ System (Waters, Manchester, UK) e todos os espectros foram adquiridos em
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modo positivo. O analisador de massas ToF foi calibrado com fragmentos ibnicos
produzidos por MS/MS de [Glul]-fibrinopeptideo B (GFP, solu¢cdo de 100 fmol/uL em
50:50:1, metanol:H20:4cido acético) na faixa de 50 a 2000 m/z. Por sua vez, o ion
precursor duplamente carregado de GFP (MH?*= 785.8426) foi usado como referéncia,
para correcao precisa da medida de massas durante cada analise de LC-MS/MS.

Para as analises de protebmica comparativa do extrato protéico das quatro
cepas, foi empregada a metodologia de quantificacdo de proteinas sem marcacao
isotopica (label-free) (Geromanos et al, 2009; Li et al, 2009; Silva et al, 2006a). Para tal,
os parametros do SYNAPT foram ajustados para o modo de operacdo denominado
MSE (Silva et al, 2006b).

A técnica consiste em se adquirir os espectros de massas de todos os peptideos
que sdo introduzidos na maquina alternando-se a energia de colisdo em baixa e alta
(voltagem) a cada 0,8 segundos (tempo de escaneamento ou scan time), com
intervalos de 0,02 segundos entre os scans (interscan delay time). Os dados de
espectros de massas obtidos em baixa energia de colisdo foram coletados
constantemente a 4 eV (eletron-volt), enquanto que aqueles adquiridos em alta energia
foram obtidos de acordo com uma rampa de aumento de energia de colisdo de 15 até
55 eV (Silva et al, 2005).

A mistura dos peptideos resultantes da digestao de cada amostra foi injetada trés
vezes (triplicatas) no sistema cromatografico nanoACQUITY UPLC (Waters,
Manchester, UK), acoplado ao SYNAPT™ G1 HDMS™. A configuragdo do sistema de
cromatografia empregada foi baseada no método publicado por Liu et al (2006) com
algumas modificagbes. Nesse sistema, a cromatografia em escala de nano-fluxo
consistiu de duas colunas cromatograficas interligadas (online) configurando, portanto,
um sistema de cromatografia bidimensional (2D-LC). As colunas (180 um x 20 mm)
incluiram uma troca cationica forte pré-empacotada (nanoACQUITY UPLC SCX TRAP
Column) (Waters, EUA) usada para a primeira separacdo dos peptideos (primeira
dimensédo), em conjuncdo com uma pré-coluna (“trap”) de fase-reversa (5 pm
Symmetry C18, 180 um x 20 mm) (Waters, EUA). Essas duas colunas, por sua vez,
estavam dispostas online com a coluna analitica de fase reversa (nanoACQUITY
BEH130 C18 1.7um, 75 ym x 150 mm) (Waters, EUA), consistindo, portanto, como
segunda dimensao.

A fase mével (5 mM formato de amdnio, 5 % acetonitrila pH 3,2) foi bombeada
constantemente para a coluna SCX pela bomba auxiliar (ASM). Além disso, a ASM

permite executar corridas de gradiente de concentracdo em etapas (step gradient),
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injetando na coluna 9 uL de concentracdes crescentes de sal e solvente organico (salt
plugs). Tais solugbes sdo compostas de formato de amodnio e acetonitrila em
concentracfes variadas. Oito fracdes de salt plugs foram preparadas, sendo trés
contendo 5 % (v/v) de acetonitrila e respectivamente, 50, 100 e 150 mM de formato de
amonio pH 3.2; outras quatro fracées contendo 200 mM de formato de aménio pH 3.2 e
5, 10, 20 e 30 % de acetonitrila, e por fim, uma solucédo constituida por 350 mM de
formato de amonio e 50% acetonitrila pH 3.2.

Apos a injecao das solugdes salt plugs com fluxo de 5uL/min durante 10 minutos,
os peptideos foram eluidos da coluna SCX, porém, novamente retidos na coluna trap
C18, cujo fluxo era desviado pela valvula de injecdo para um reservatério, permitindo
assim, o descarte de qualquer composto nao retido em ambas as colunas. Apos os 10
minutos de “lavagem”, a posi¢cado da valvula era reposicionada, o fluxo redirecionado
para a coluna analitica e, sincronicamente, iniciado o gradiente linear, executado pela
bomba binaria (BSM). Com o gradiente, os peptideos foram eluidos da coluna trap C18
e, por sua vez, separados na coluna analitica de fase reversa.

O gradiente linear foi composto de 0,1 % (v/v) acido férmico em &gua
(denominada fase mével A ou “A”) e 0,1 % (v/v) acido férmico em acetonitrila
(denominada fase movel B ou “B”) durante 60 minutos. O gradiente executado com
fluxo de 300 nL/min consistiu inicialmente de 95 % A e 5 % B por 5 minutos, seguido de
aumento linear para 40 % B (e 60 % A) durante 20 minutos, novo aumento para 85 % B
(e 15 % A) por 5 minutos, manutencdo da concentracdo de 85 % B (e 15 % A) por 10
minutos, diminuicdo do gradiente para 5 % B (e 95 % A) durante 2,5 minutos, e
finalmente reequilibrio da coluna analitica em 95 % A e 5 % B por 17,5 minutos até a

injecdo do préximo salt plug ou amostra.

4.12.3 - Andlises de Bioinformética dos Espectros de Massas

Os dados brutos de cada amostra analisada em modo MSE, gerados pelo
espectrometro de massas, foram processados pelo programa ProteinLynx Global
Server (PLGS) versao 2.5 licenciado (Waters, Manchester, Reino Unido). A busca e a
identificacdo das proteinas das amostras das quatro cepas foram realizadas através do
algoritmo IDENTITYE integrado no software PLGS, usando-se o banco de dados de
proteoma de T. cruzi (CL Brener) do UniProtKB (versao 2013_06) contendo anotagcdes

revisadas.
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Os parametros para a busca foram acetilacdo do N-terminal e oxidacdo de
metionina, como modificacbes variaveis, e carbamidometilacdo de cisteina como
modificagéo fixa, e por fim perda de um sitio de clivagem por tripsina. A tolerancia de
erro de massa do ion precursor e dos fragmentos iénicos foi ajustada, respectivamente,
para 10 e 20 ppm (valores pré-determinados pelo software). A identificagdo positiva de
proteinas foi restrita aos seguintes parametros: pelo menos trés fragmentos iénicos por
peptideo, e sete por proteina, e pelo menos um peptideo por proteina.

A taxa de identificacdo de falso-positivos foi de 4 % nas triplicatas técnicas de
injecdo. A tendéncia de identificacdo de falso-positivos tem por propensdo a nao se

repetir com as injecdes, e serem minimizadas ja que podem ser ruidos quimicos.

4.12.4 - Quantificacdo Relativa de Proteinas

O algoritmo ExpressionE integrado ao PLGS foi usado para estimar a
quantificacdo relativa das proteinas identificadas entre os extratos proteicos de CL-
Brener (controle) e as cepas Y, Dm28c e 4167 (Li et al, 2009; Silva et al, 2005; Silva et
al, 2006b).

4.13 — Sistema de Traducao in vitro

Para a elaboracéo da reacao de sintese de traducéo acelular, adicionamos cerca
de 1200 ng do extrato TcS12, 0,6 pL da solugdo denominada CTX (composta por
cloreto de potassio 1M, acetato de magnésio 16 mM e DTT 20mM), 1 yL da solugéo
CPK (creatina fosfato 200 mM e creatina kinase 40 mg / mL), 0,4 uL de aminoacidos, (5
mM de cada rNTP), 0,5 pL de RNasina (Promega®) 40 U/uL e agua para completar
uma reacdo de volume final de 10 pL. Acrescentar o RNA sintético previamente
produzido foi incubado junto a reac&o por 90 minutos a 25°C.
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5. Resultados

Bloco 1 de Resultados: Obtencao da 5’ UTR de trans-sialidases

5.1 — Elaboracdo de um Banco de cDNA para o Gene da Trans-

Sialidase de T. cruzi:

Devido ao fato dos genes de trans-sialidase serem transcritos de forma
abundante, mesmo no estagio epimastigota optamos por ndo utilizar a selecdo de
MRNA poliadenilados, normalmente indicada quando se trata de genes de baixa
expressao.

Apos a extracdo do RNA total de CL-Brener no estagio epimastigota, foi
realizada a sintese do DNA complementar (cDNA) usando o iniciador aleatério de 6
bases (Random primers) para a sintese da primeira fita, seguido de amplificacdo por
PCR convencional. O produto obtido foi um fragmento de aproximadamente 300 pb e o
desenho de novos dligos considerou a possibilidade de variacbes nas extremidades 5’
do RNA que o originou. Em seguida, o produto foi purificado conforme as condicfes
descritas previamente em Material e Métodos (Figura 5.1).

O produto amplificado do estagio tripomastigota foi obtido a partir de um cDNA,
igualmente sintetizado através do uso de um iniciador aleatério, podendo ser

visualizado na Figura 5.2.

Figura 5.1- Gel de agarose a 1% corado com GelRed; Marcador de peso molecular de 100 pb no primeiro canal, e
no segundo canal, o produto de amplificacdo de CL-Brener no estagio epimastigota (610 ng/pL).
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Figura 5.2 — Visualizagédo do fragmento amplificado de cDNA da 5 UTR de trans-sialidase de tripomastigotas de T.
cruzi CL-Brener. Gel de agarose (1%) corado com GelRed com diferentes concentracdes de cDNA adicionados a
reacdo da PCR. Canal 1, marcador de peso molecular de 100 pb; canal 2, 1 pL de cDNA; canal 3, 2 uL de cDNA e
canal 4, 1 L do cDNA diluido 1:10.

Os produtos obtidos através da RT-PCR qualitativa foram utilizados nos ensaios
de clonagem e sequenciamento pela metodologia de Sanger nos dois estagios

(epimastigota e tripomastigota), e pelo 454 Junior apenas para o estagio epimastigota.

5.2 — Clonagem e Sequenciamento pelos Métodos de Sanger e 454

Junior:

Foram realizadas duas formas de clonagem: a primeira pela via classica com
expansdo clonal ao final do processo, e a segunda, denominada de PCR colbnia,
ambas descritas em Materiais e Métodos. Foram obtidos 199 clones de trans-sialidase
com o emprego da PCR colénia e 86 clones realizando a clonagem pela via classica.
Desses 199 clones, 32 sequéncias sdo pertencentes ao estagio tripomastigota.

As sequéncias obtidas para ambos os estagios foram geradas através do uso do
par de iniciadores ME3 (5’ AAC TAA CGC TAT TAT TGA TAC AGT T 3') e 5UTRTCNA
(5 TGT TTC GTA GCG AGC GTC CG 3’). Os arquivos de alinhamento gerados pelo
programa Mega (versdo 5.2.2) e, posteriormente analisados com o programa CLC
Genomics Workbench versdo 6.5, mostraram separadamente a formagao de cinco
grupos para CL-Brener no estagio tripomastigota e trés grupos para 0 estagio

epimastigota conforme mostram as Figuras 5.3 e 5.4, respectivamente.
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Apbés a submissdo das sequéncias ao BLAST e sua identificacdo com as
sequéncias referéncias oriundas do genoma de CL-Brener, anotadas em bancos de
dados como o Genbank e o TritrypDB, em relacdo aos tripomastigotas, a referéncia
Tc00.1047053507085.30 apresentou homologia para 12 cDNAs clonados e identificou
UTR com tamanhos de 66 pb. Além disso, a mesma referéncia mostrou-se homadloga a
6 CcDNAs de epimastigotas (com o0 mesmo par de iniciadores). A
Tc00.1047053506975.80 foi homdloga a 10 cDNAs gerando UTR de 187 pb. As
referéncias Tc00.1047053511233.140, Tc00.1047053508859.118, e
Tc00.1047053510025.50 foram homologas para 1 cDNA cada uma, e suas UTR

apresentaram tamanhos iguais a 175, 116 e 65 pb, respectivamente.

Referéncia Tc00.1047053507085.30 - TRIPOMASTIGOTA: UTR completa de 66 pb
A =

=)

UL CLCATEE0SEC0CLOCOMNTTCCATTAAGAACECTTATTGATRCAGTTTOTGT

Referéncia Tc00.1047053506975.80 - TRIPOMASTIGOTA: UTR de 187pb. Representagao parcial

B | IR T
T TCAGCOAGCAGCACAGGOARTATTCANCETATTRARCAGGCc T TAce TrGACKECEMA

Referéncia Tc00.1047053511233.140 - TRIPOMASTIGOTA: UTR de 175pb. Representagéo parcial

TATGCTCTCACGTGTTGCAGCAGTGAGGACCCCCCACACACAARCAGTTGTCLUCECETG

ReferénciaTc00.1047053508859.118 - TRIPOMASTIGOTA: UTR de 116 pb. Representagao parcial

ACAAGE TGAGCATTCAGCCAGCACCACACGCARATATTCARCSTANTTRARCAGGCGTTACH

Referéncia Tc00.1047053510025.50 - TRIPOMASTIGOTA: UTR completa de 65 pb

1OT6TOTG0LCR0TGTTOTGTORTOTTCRTCETTCTAGRGOTTACANTTTCAGAGTAGCETT

Figura 5.3 — Logos representando as UTR referentes a classes de trans-sialidases identificadas em CL-Brener no
estagio tripomastigota tendo o iniciador 5UTRTCNA como alvo. Em (A), representagcado das UTR alinhadas com a
cepa referéncia Tc00.1047053507085.30 com tamanhos de 66 pb. Em (B, C e D), partes evidenciadas das UTR de
187, 175 e 116 pb cujas referéncias sao Tc00.1047053506975.80, Tc00.1047053511233.140 e
Tc00.1047053508859.118, respectivamente. (E) Representagdo da UTR em sua integra contendo 65 pb e tendo
Tc00.1047053510025.50 como referéncia.

C
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As amostras de epimastigotas amplificadas com o iniciador 5’UTRTCNA foram
agrupadas em 3 sequéncias referéncia sob as mesmas condicdes supracitadas, sendo
gue uma dessas sequéncias também mostrou homologia com cDNA obtido a partir de
tripomastigotas. A Figura 5.4 apresenta os grupos formados com as sequéncias

geradas para formas epimastigotas.

Referéncia Tc00.1047053507085.30 — EPIMASTIGOTA: UTR completa de 66 pb

(TGCCOGCCOCCATOGEEOCCCCGECAAT TCOATTARCTARCCETATTATTGATACAGTTTCTGTA

Referéncia Tc00.1047053509843.20 — EPIMASTIGOTA: UTR completa de103 pb

10TTOCTGCAGTCATGECACCCCECACACACAGCCGTAGTCOCGTGACCGEATCCAGCCRAAGEAGGAAGEARGCARCAGAGAGTGAGCTGCAGAGGCCCAAG

Referéncia Tc00.1047053506471.120 - EPIMASTIGOTA: UTR completa de 25 pb

CAGCAAGACGTGAGTCCATAGARAT

Figura 5.4 — Logos representando as UTR referentes as classes de trans-sialidases identificadas em CL-Brener no
estagio epimastigota, tendo o iniciador 5’UTRTCNA como alvo. As UTR de epimastigotas mostraram-se menores
guando comparadas as de tripomastigotas para o mesmo alvo. A figura evidencia o tamanho de cada regido nao
traduzida.

Embora a referéncia Tc00.1047053507085.30 tenha apresentado homologia
para os dois estagios evolutivos da cepa CL-Brener, gerando UTR de mesmo tamanho,
algumas diferencas composicionais podem ser destacadas ao contrapb-las. Por
exemplo, em tripomastigotas, pode ser observada a presenca de timina em sitio
correspondente nas formas epimastigotas a presenca apenas de citosina. Além disso,
a quantidade de timinas apresentada em outro sitio em epimastigota mostra-se maior

gquando comparada ao seu alelo em tripomastigota (Figura 5.5).
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TRIPOMASTIGOTA - Referéncia Tc00.1047053507085.30

| =

L IITn

(TCCCGE0E . pOCATEGUGGCCECCECANTTCCATTAAGTRACE TATTATTGATACAGTTTCTGTA
X

]
TGCE6A0 3CCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTAACIPACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTA

EPIMASTIGOTA - Referéncia Tc00.1047053507085.30

< >

Figura 5.5 - A referéncia Tc00.1047053507085.30 pode ser evidenciada em ambos 0s estagios (tripomastigotas e
epimastigotas). A variacdo composicional para os dois estagios evolutivos pode ser evidenciada segundo a
ilustracao.

A andlise das sequéncias das formas epimastigotas obtidas com o alvo para
trans-sialidase TcTs reverso (5° GCC GGG ACA TGT TGG GCC TC 3’), revelou uma
variacdo na posicdo do codon iniciador (ATG) que nos chamou a atencdo para um
fendmeno representado na Figura 5.6. Em A, esta representado o mini-exon tendo em
destaque os 8 nucleotideos finais de sua composi¢cdo (CTATATTG). Essas 8 bases tem
a funcédo de um tag, ou seja, possibilitam evidenciar que o cDNA que encontramos de
fato existe pois as mesmas bases nao foram utilizadas no desenho dos iniciadores;
portanto, identifica-las reduz enormemente a possibilidade de ser algum artefato.
Dessa forma, CTATATTG é um controle natural de qualidade para o cDNA.

Em B, ao localizarmos o cédon iniciador (ATG), notamos a seguinte situacdo: a
sequéncia 1 com o coédon iniciador no nucleotideo de nimero 169, enquanto na

sequéncia 2, este cédon foi localizado no nucleotideo 224.

N30 Nt 169 Nt 224

A B B

Figura 5.6 — Sequenciamento por Sanger mostrando duas copias do gene de trans-sialidase diferindo apenas pela
posicdo do ATG. Em A destaque para o controle interno do cDNA. Em B, a trinca em destaque mostra o cédon
iniciador das sequéncias até entdo absolutamente idénticas, diferindo no posicionamento de seus codons sugerindo
quebra do paradigma entre as UTR.

De acordo com essas analises, se o ATG que aparece na posi¢ao
correspondente ao nucleotideo 169 for realmente o codon iniciador da sequéncia 1,
diferente da sequéncia 2, no qual o mesmo foi identificado na posi¢cdo de nucleotideo
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224, podera estar ocorrendo quebra de paradigma sobre a definicdo das UTR uma vez
gue a UTR maior (representada pela sequéncia 2) tera parte de sua estrutura sendo
traduzida considerando que o ATG da sequéncia menor (1) esté localizado em posicao
anterior.

Para maiores esclarecimentos acerca da regido 5 UTR realizamos um ensaio
utilizando a plataforma de sequenciamento 454 Junior a partir de um Unico amplicon de
epimastigotas de T. cruzi gerado com os iniciadores ME3 (5 AAC TAA CGC TAT TAT
TGA TAC AGT T 3’) e TcTs reverso (5 GCC GGG ACA TGT TGG GCC TC 3)
contendo um pequeno trecho da ORF de trans-sialidase.

Em um total de 195 cdpias de trans-sialidase obtidas através do sequenciamento
de amplicon pelo 454 Junior, as 10 sequéncias descritas na Tabela 5.1 representaram
90% dessas copias transcritas no estagio epimastigota, sendo que apenas as duas
primeiras sequéncias, resultantes de sitios adicionais de trans-splicing, totalizaram
60%.
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Tabela 5.1 — Selecéo parcial de sequéncias obtidas pelo 454 Junior — Sequenciamento de alto-desempenho

Frequéncia da

*
Seq. cDNA 454 sequéncia no 454

Frequéncia (%)

Ts 32467 size 11345 43,03
Ts 6159 size 4504 17,08
Ts 14481 size 1115 4,23
Ts 17592 size 1046 3,97
Ts 38132 size 983 3,73
Ts 11273 size 751 2,85
Ts 1149 size 640 2,43
Ts 22153 size 390 1,48
Ts 19703 size 342 1,3

Ts 10198 size 314 1,19

*Lista parcial do alinhamento das sequéncias do 454 Junior. Descricdo das 10 sequéncias relativamente mais

abundantes.

Bloco 2 dos Resultados: Extrato Proteico de T. cruzi
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5.3 — Elaboracéo do Extrato Proteico de Trypanosoma cruzi — Sistema

Alternativo para Lise Celular:

O ponto inicial para a caminhada em busca das respostas algadas nesse
trabalho foi a elaboracdo de um sistema de lise celular que fosse ao mesmo tempo
eficiente e sensivel as estruturas celulares internas sem danifica-las. Resolvemos,
entdo, desenvolver uma metodologia propria de simples execucdo. A Tabela 5.2
resume as condic¢des testadas até a formulagéo ideal para 0s h0ssos ensaios.

Verificamos que a quantidade maxima de parasitos passiveis de serem
eficientemente lisados nas condicdes estabelecidas foi na ordem de 107 células/mL,
com volume de 200 L e tempos de incubacdo de 30 minutos a 4°C, tanto no tampao
hipotbnico quanto no ultrassom de banho, conforme descrito na Tabela 5.2.

A técnica foi desenvolvida usando-se as cepas Dm28c, Y, 4167 e CL-Brener,
sendo esta Ultima selecionada como cepa referéncia em nossos estudos, considerando
gue esta foi a cepa de T. cruzi cujo genoma foi sequenciado e disponibilizado nos
bancos de dados publicos (El-Sayed et al, 2005).
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Tabela 5.2 - Cinética de lise celular de formas epimastigotas de CL-Brener 2.

Solugdo Tampao

Densidade celular (cel / Tempo de incubagao de lise Resultado monitorado
mL) (minutos) hipotdnico (uL) pela microscopia optica
50
3 200 .
10 15 350 Nenhuma lise detectada
500
50 Nenhuma lise detectada
5 200 Lise parcial
10 20 350 Lise parcial
500 Lise parcial
50 Nenhuma lise detectada
6 200 Lise parcial
10 30 350 Lise parcial
500 Lise parcial
50
200 .
10’ 15 350 Nenhuma lise detectada
500
50 Nenhuma lise detectada
7 200 Lise parcial
10 20 350 Ise parcial
500 Ise parcial
50 Nenhuma lise detectada
7 200 Lise completa
10 30 350 Lise parcial
500 Lise parcial
50
108 15 200 Nenhuma lise detectada
350
500
50 Nenhuma lise detectada
8 200 Lise parcial
10 20 350 Lise parcial
500 Lise parcial
50 Nenhuma lise detectada
3 200 Lise parcial
10 30 350 Lise parcial
500 Lise parcial

a0 tempo de incubacéo para o ultrassom de banho foi 0 mesmo usado para a incubac¢do das amostras em solugédo
tampdao hipotbnica. Cinética segundo a densidade celular, associada ao tempo de incubacdo em tampéo hipotdnico
e sonicagdo em banho.

Os resultados preliminares foram corroborados por ensaios quantitativos e
também visualmente, a fim de se avaliar a eficiéncia do sistema de lise que foi
desenvolvido. Dessa forma, iniciamos os testes pela citometria de fluxo e também por
monitoramento através de registros fotograficos das observagdes ao microscopio optico

(microscopia de contraste de interferéncia diferencial — DIC).
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5.4 - Analises de Citometria de Fluxo (FACS) e por Microscopia de

Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC):

Os resultados dos ensaios para a analise de citometria de fluxo estdo resumidos

na Figura 5.7.

100

75 1

50

% PH parasites

25 r

lysis buffer (0 min) control {saponin) Iysis buffer (30 min) lysis buffer {30 min) +
sonication (30 min)

* p<0.034

Figura 5.7 — Andlise por FACS da permeabilidade de membrana de células epimastigotas de CL-Brener. Apds 30
minutos de incubacdo das amostras em solugdo tampédo de lise a 4°C a suspensdo de células foi colocada no
ultrassom de banho por 10, 20 e 30 minutos, seguida pela marcacdo com PIl. Todos os experimentos foram
realizados por trés vezes de maneira independente. A saponina foi usada como controle positivo.

A perda da integridade da membrana plasmética da suspensdo celular de
epimastigotas incubados em solucdo tampéao de lise hipotonica a 4°C no tempo O, foi
estimada em apenas 8%. Esses resultados refletiram as observacdes realizadas por
DIC, onde, a maioria das células permaneceu com mobilidade e sua morfologia
apresentou-se intacta (Figura 5.8A). Aumentando-se o tempo de incubacgéo na solucéo
tampao de lise hipotbnica para 30 minutos, a permeabilidade da membrana plasméatica
foi de aproximadamente 16%. Até este estagio, ndo foi observada nenhuma lise
significativa. Entretanto, observam-se pequenas alteracdes no formato das células

como mostradas pelas imagens captadas por DIC (Figuras 5.8B, 5.8C e 5.8D).
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A incubacdo em tampdao hipotdnico por 30 minutos a 4°C, porém desta vez,
seguida de incubacédo em ultrassom de banho por 10 e 20 minutos, levou ao inicio de
ruptura celular, com alterac6es morfolégicas, como nitidamente observado nas figuras
5.8E e 5.8F. Ha também “perda” do flagelo e arredondamento das células. Quando a
suspensao de epimastigotas foi submetida ao ultrassom de banho por 30 minutos, esse
processo culminou em um aumento da lise celular de aproximadamente 9 vezes
comparado ao controle negativo (tempo O de incubacédo), e portanto, com 72% de
células marcadas com PI (Figura 5.7). O processo final est4 representado na Figura
5.8G, onde se visualiza nitidamente um aumento de fragmentos (debris) celulares
(pontos brancos diminutos). Ressalta-se que o controle positivo (lise na presenca de
saponina) apresentou 56% de células marcadas com PIl. Portanto, esses dados

comprovam a eficiéncia da nossa metodologia de lise celular.
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Figura 5.8 — Analise por microscopia (DIC) de lise celular de T. cruzi. (A) Controle, parasitos apresentando
morfologia tipica do estagio epimastigota (setas pretas). (B-D) Epimastigotas incubados com solugdo tampéo
hipoténica por 10 (B), 20 (C) e 30 (D) minutos evidenciando retracéo do corpo (setas brancas). A incubacdo dos
parasitos em solucéo tampéo de lise associada ao uso do ultrassom de banho por 10 (E), 20 (F) e 30 (G) minutos
leva a diminuicdo do ndmero de parasitos observados e aumento de debris celulares (pontos brancos diminutos).

Barra= 20 pm.
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5.5 — Perfis proteicos dos quatros extratos de T. cruzi (TcS12):

Apos a elaboracdo, otimizacdo e padronizacdo da metodologia de lise e a
subsequente producdo do extrato proteico (TcS12), monitoramos a qualidade do
extrato de proteinas em gel de poliacrilamida. Pela analise do perfil eletroforético das
bandas, nos certificamos que ndo ocorreu degradacédo aparente das proteinas durante
a producédo do extrato, pois: 1) foi observada a reprodutibilidade do padrédo de bandas
proteicas; 2) ndo houve concentracdo de bandas proteicas proximas a parte inferior do
gel; 3) auséncia de “background” difuso; 4) presenca de bandas proteicas na faixa de
alta massa molecular; 5) as bandas apresentaram boa resolugéo.

Ainda analisando o gel, podemos observar perfis eletroforéticos diferenciados
entre as cepas (Figura 5.9).

Mediante essa constatacdo, resolvemos investigar quais proteinas estariam
envolvidas nesses extratos e se elas se diferenciavam por grupos de proteinas ou
apenas pela quantidade. Para isso, passamos a fazer uma série de experimentos

envolvendo analises protedmicas quantitativas (LCMS/MS).

:
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Figura 5.9 — Gel de poliacrilamida 12% revelado por prata dos extratos proteicos de T. cruzi de quatro cepas
distintas: Dm28c (A), Y (B), CL-Brener (C) e 4167 (D). MM, marcador de massa molecular, com aliquotas de extratos
proteicos em cada pogo variando de 0,8 — 3ug em (A); 1,2 — 6,5 ug em (B); 0,8 — 4,5 ug em (C); 1,3 — 4,5 ug em (D).
Os extratos proteicos foram produzidos a partir de células epimastigotas de cada cepa coletada em sua fase
logaritmica.
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5.6 - Analise por Espectrometria de Massas:

5.6.1 — Dados das analises de proteinas identificadas:

Para verificar a qualidade e aplicacdo do extrato TcS12, analises das quatro
cepas de T. cruzi (Dm28c, Y, CL-Brener e 4167) foram realizadas por LCMSE. Como
ilustrado na Figura 5.13, o numero total de proteinas identificadas nos extratos das
quatro cepas foi 1153. Entretanto, o numero de proteinas comuns foi 544, e néo
redundantes foram 609. O numero de proteinas identificadas em cada cepa foi de 215
para 4167, 376 em Y, 299 em CL-Brener e 263 para Dm28c. Quando os dados de
identificacdo de proteinas foram organizados de acordo com as classes de proteinas
(Kegg Orthology), a distribuicdo das proteinas nos extratos resultou em perfis similares
entre as cepas, enquanto para a cepa Y, trans-sialidase (TS) foi a classe de proteinas

mais abundante (Figura 5.10).

Proteinas identificadas

mAa4167
my
m CL-Brener

B Dm28c

Figura 5.10 — Nimero de proteinas identificadas em cada cepa de T. cruzi.
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Amino acid metab.
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ribosomal protein
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Figura 5.11 — Distribuicdo das classes de proteinas de acordo com a ortologia (Kegg) encontrada em cada cepa de
T. cruzi. (A) 4167, (B) CL-Brener, (C) Dm28c, (D) cepa Y. O tamanho dos circulos ilustra a abundancia das proteinas
pertencentes a determinadas classes.

5.6.2 — Predicéo da Localizac&o subcelular das proteinas:

A identificacdo das proteinas encontradas nos quatro extratos de T. cruzi foi
realizada de acordo com o software Euk-mPLoc, a fim de avaliar a localizacdo
subcelular das proteinas e, consequentemente, a qualidade do extrato celular
produzido pela metodologia desenvolvida neste trabalho (Figura 5.12). Os
compartimentos celulares foram agrupados de acordo com a organizacdo estrutural do
T. cruzi. Conforme observado, o0 método de lise proposto neste trabalho foi capaz de

extrair proteinas de varios tipos de organelas/ estruturas, especialmente do citoplasma
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(Cy), do complexo mitocondria-kinetoplasto (Ki/Mi), do nucleo (Nu), e da membrana
celular, extracelular e superficie celular (CM/EX/CS).

No entanto, um namero menor de proteinas foi obtido do reticulo endoplasmatico
(ER), vacuolo (Vac), outras organelas (Giorgi & de Lederkremer) e de elementos
pertencentes ao citoesqueleto/flagelo (microtubulos/Mict). O grafico também mostra

gue o numero total de proteinas correlacionadas a estrutura celular é maior que o

namero total de proteinas identificadas.
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Figura 5.12 — Predi¢&o de localizagdo subcelular das proteinas identificadas nos extratos das 4 cepas de T. cruzi. A
distribuicdo esta de acordo com o Euk-mPLoc software e baseado na estrutura organizacional de T. cruzi. ER,
Reticulo endoplasmatico; Cy, citoplasma; Mi/Ki, complexo mitocondria-kinetoplasto; Nu, nucleo; CM/EX/CS,
membrana celular e extracelular e superficie celular; Org, organelas; Mict, elementos pertencentes ao
citoesqueleto/flagelo.

5.6.3 — Expresséao de Proteinas:

Para analisar a expressao relativa das proteinas, os dados oriundos dos extratos
TcS12 das cepas Y, Dm28c e 4167 foram analisados pelo algoritmo EXPRESSIONE e
comparados com os dados da cepa referéncia CL-Brener. Encontramos 32 proteinas
up e down-expressed significativamente diferentes quando comparamos a cepa 4167
com CL-Brener. Além disso, foram identificadas 60 proteinas exclusivas da 4167.
Consideramos como proteinas Unicas ou exclusivas, aquelas que foram detectadas em

apenas uma das cepas (Figura 5.13).

54



Quando comparamos a quantificacdo relativa entre Dm28c e CL-Brener, os
dados mostraram 51 e 92 proteinas up e down-expressed, respectivamente, sendo 90
Unicas para a cepa Dm28c. E finalmente, a comparacdao relativa entre a cepa Y e CL-
Brener, apresentou 73 proteinas up-expressed, 60 proteinas down-expressed e 209
proteinas unicas. Curiosamente, mais da metade das proteinas Unicas corresponderam
a trans-sialidases (117). Também observamos que nas comparac¢des quantitativas, as
cepas CL-Brener, Dm28c e 4167 demonstraram niveis reduzidos de proteinas de
superficie celular, ou seja, trans-sialidases, mucinas e MASPs. No entanto, apenas em

CL-Brener foi detectada a proteina de superficie gp63.

CL-Brener x 4167

CL-Brener x Dm28c

CL-Brener x Y strain

Figura 5.13 — Andlise diferencial da expressdo proteica das cepas de T. cruzi usando ExpressionE. 4167 x CL-
Brener; Dm28c x CL-Brener, Y x CL- Brener. (A) razdo de expressdo sem modificacdo (B) proteinas Unicas em Y,
(C) proteinas uUnicas em Dm28c (D) proteinas Unicas em 4167 (E) proteinas Gnicas em CL-Brener (F) Down-
expressed (G) Up-expressed. Reiterando que o termo Unico refere-se ao teste T- student.

O software EXPRESSIONE gerou trés tabelas de quantificacdo relativa
comparando-se as cepas Y, Dm28c e 4167 a cepa de referéncia CL-Brener (CL-Brener
x Y, CL-Brener x Dm28c e CL-Brener x 4167). Essas tabelas sdo referentes a
expressdo de cada proteina identificada por LCMSE totalizando 609 proteinas néo
redundantes.

Para facilitar a interpretacdo dos dados, decidiu-se reunir as proteinas de
acordo com as classes as quais pertencem, classificadas de acordo com o Gene

Ontology tendo como base o banco de dados Kegg (Kyoto Encyclopedia of Genes and
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Genomes - www.genome.jp/kegg). Portanto, os dados de expressao relativa de

proteinas foram sintetizados como mostrados nas Tabelas 5.3, 5.4 e 5.5.
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Tabela 5.3 — Comparacao de expressdo entre as classes de proteinas encontradas em Dm28c e CL-Brener?

Transducéo de

Metabolismo Hidrolase Enovelamerlto TS e Mucina 'I_'radugao c Sinal e Retrotransposons Oxidoredutase
e degradacao ribossomos ; /peroxosomal
quinases
Unicas em
Dm28c 19 5 4 5 13 3 0 4
Unicas em CL- 12 7 11 4 30 14 8 1
Brener
Up em Dm28c 5 2 1 0 5 15 1 6
Down em
DmM28c 31 9 10 0 12 3 0 3
Razéo 1:1 7 2 0 0 7 0 0 1

aProteinas up-expressed: valor de 1= p 20.95; proteinas down-expressed: p < 0.05; e Raz&o 1:1 (ou expresséo inalterada) : 0,05
< p < 0,95, baseado no teste t-student
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Tabela 5.4 — Comparacao de expressdo entre as classes de proteinas encontradas em CL-Brener e 41672

Enovelamento

Traducao,

Transducdo de Oxidoredutase/

Metabolismo Hidrolase ~ TS e Mucina . Retrotransposons Sinal e
e degradacao ribossomos . peroxosomal
quinases

Unicas4167 15 3 0 6 5 2 1 2

Unicas CL- 13 7 10 4 35 8 14 3
Brener

Up em CL- 3 0 10 0 9 0 0 0
Brener

Down em CL- 34 12 1 0 4 1 5 1
Brener

1:1 Razéo 7 1 0 0 6 0 3 7

a Proteinas up-expressed: valor de 1= p 20.95; proteinas down-expressed: p < 0.05; e Razéo 1:1 (ou expressao inalterada) : 0,05

< p < 0,95, baseado no teste t-student
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Tabela 5.5 — Comparacao de expressdo entre as classes de proteinas encontradas em Y e CL-Brener?

. . Enovelamento e . Traducédo Trans.dugéo Oxidoredutase/
Metabolismo Hidrolase ~ TS e Mucina . ' Retrotransposons de Sinal e
degradacéao ribossomos . peroxosomal

quinases
Unicas em Y 20 3 8 121 11 0 2 5
Unicas em CL- 11 11 9 4 29 9 13 0

Brener

UpemY 19 1 6 0 8 0 2 8
Downem Y 19 0 7 0 4 0 3 0
1:1 Razéo 6 0 0 0 0 0 3 3

a Proteinas up-expressed: valor de 1= p 20.95; proteinas down-expressed: p < 0.05; e Raz&o 1:1 (ou expresséo inalterada) : 0,05
< p < 0,95, baseado no teste t-student
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Bloco 3 de Resultados: Comparacdo da Unica trans-sialidase
encontrada no extrato TcS12 com as demais trans-sialidases

presentes nos bancos de cDNA

A sequéncia da trans-sialidase encontrada no extrato TcS12 pela abordagem
protedmica para a cepa CL-Brener, foi identificada no banco de dados disponivel no
UniProt com o nimero de acesso Q4DGV8 e foi posteriormente rastreada no banco
disponivel no NCBI (Tc00.1047053506975.90). A sequéncia relacionada a 5° UTR foi
destacada e alinhada junto ao banco de cDNAs obtidos pelo sequenciamento da cepa
CL-Brener no estagio epimastigota (com os iniciadores para trans-sialidase e mini-
exon), a fim de identificarmos os sitios de trans-splicing para a traducdo da trans-
sialidase identificada pela espectrometria de massa. Verificamos que baseado na
sequéncia gendmica de referéncia (Tc00.1047053506975.90), o sitio de trans-splicing
candnico (AG) foi localizado na posi¢ao 130 gerando uma 5’ UTR para o gene de trans-

sialidase de 206 pb como mostra a Figura 5.14.

ATG

J
AG

5'UTR -214 pb

Figura 5.14 — Esquema representando a identificagdo da regido 5’ UTR no gene de trans-sialidase. Esta proteina foi
identificada por espectrometria de massa.
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Como houve a identificacdo com identidade acima de 92% apenas para uma das
sequéncias no banco de epimastigotas, realizou-se nova analise entre a sequéncia
identificada e as demais. Sendo assim, destacaram-se quatro UTR contidas no arquivo
do alinhamento de cDNAs oriundas de epimastigotas (com o par de iniciadores ME e
TcTS), com grau de identidade similar as suas sequéncias referéncias, a fim de

compararmos o tamanho e a composicédo das mesmas (Figura 5.15).
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Figura 5.15 — Alinhamento das UTR (B10) de trans-sialidases. Comparac¢éo da TS identificada no extrato TcS12 com
as demais UTR de epimastigotas de CL-Brener encontradas no banco de dados de cDNA. Os tamanhos variaram de

199 a 221 pb.
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Bloco 4 de Resultados:

5.7 — Sintese in vitro do RNA

A realizacdo da sintese in vitro mostrou-se necessaria devido a escolha da
abordagem metodoldgica inicial. A priori, deveriamos analisar as diferencas na
constituicdo das UTR com o uso de um gene reporter, sendo, portanto, altamente
relevante a sintese do RNA acelular para a execucao da técnica em sua totalidade.

No entanto, essa etapa revelou-se limitada para a geragdo de um RNA linear
gue fosse capaz de ser reconhecido em um extrato proteico. Houve uma grande
demanda de tempo para a eliminacdo do plasmideo usado como molde para a sintese,
sendo isso um fator limitante para o desenvolvimento da técnica, pois 0 RNA sintético
obtido apresentava resquicios de DNA interferindo em sua qualidade.

Apés diversas alteracfes nos protocolos em vigéncia quanto ao uso da DNase e
escolhas de uma metodologia adequada para a purificagdo do RNA in vitro, a sintese
foi obtida com o uso de um plasmideo contendo o0 gene da trans-sialidase.
Aperfeicoamos a técnica a partir de dois conjuntos diferentes de reacdes para sintese
in vitro (Ribomax e T7, ambos pertencentes a empresa Promega®) Diferencas foram
observadas em relacdo ao rendimento do RNA produzido por ambos os protocolos
(670 ng/pL para o Ribomax e de 175 ng/uL para o T7) (Figura 5.16).

Os RNAs foram quantificados com o auxilio do equipamento NanoDrop™
(Thermo Scientific) apds tratamento com DNase para eliminagdo do DNA plasmidial
usado como molde, e submetidos a extracdo com Trizol (Invitrogen), objetivando
purificacdo e concentracdo do material sintetizado. Para a certificacdo da completa
eliminacdo do DNA-molde, realizou-se a técnica de RT-PCR com o uso de iniciadores
para a regiao T7; para controle negativo da etapa de transcricdo, foi utilizado uma
aliquota de RNA sintético sem o0 acréscimo da transcriptase reversa (Superscript lll,
Invitrogen®), e como controle negativo da reacdo de PCR foram usados todos os

reagentes menos o cDNA (Figura 5.17).
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Figura 5.16 — Gel de agarose 2% corado com GelRed. Amostras de RNA sintético produzidos por Ribomax (1) e T7

(2) antes da purificagdo. O marcador (M) usado foi o RiboRulerTM Marker Low Range RNA Ladder (Thermo
Scientific).
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Figura 5.17 — Gel de agarose 1,5% corado com GelRed para a visualizagdo do amplicon derivado de RT-PCR. (1)
Amplicon proveniente de um RNA sintético menos concentrado do que o RNA sintético que favoreceu a amplificagao
visualizada no poco 2. (3) Controle negativo da transcri¢éo reversa. (4) Controle negativo para a reacédo de PCR.

Apés a sintese in vitro da molécula de RNA, tendo GFP (Green Fluorescence
Protein) como gene reporter, e sua amplificagcdo por RT-PCR, buscamos a identificagdo
da traducdo pela analise 6ptica através de um fotodocumentador (Figura 5.18).
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Controle Extrato com RNA
Negativo sintético
(serr(1 I)?NA) (+)

Figura 5.18 — Ensaio de fluorescéncia da GFP. Tentativa de detec¢do do sistema de traducéo acelular pelo uso de
fotodocumentador. A emissdo da luz UV presente no equipamento promove a excitagdo da GFP levando a uma
fluorescéncia.

Em seguida, ensaios para a quantificagcdo da suposta GFP foram realizados
(Figura 5.19). As bandas de menor peso molecular, de 19,4 a 49,5 kDa foram cortadas
e analisadas por espectrometria de massa com o intuito de detectar a GFP expressa no

sistema. No entanto, a identificacdo da proteina nao foi possivel.
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Figura 5.19 — Gel de SDS — PAGE 12 % corado com Comassie Blue G250. Traducdo in vitro usando extratos
proteicos de T. cruzi provenientes das cepas 4167 e CL-Brener. Em A, extrato bruto de CL-Brener; B, composto de
traducdo acelular com extrato de CL-Brener sem a presenca de RNA sintético exdégeno; C, composto de traducéo
acelular com extrato de CL-Brener e presenca de RNA sintético, contendo GFP exdgeno. O poco D contém extrato
bruto de 4167; E, composto de traducao acelular com extrato de 4167 sem a presenca de RNA sintético exdgeno e
F, composto de traducao acelular com extrato 4167 e presen¢a de RNA sintético, contendo GFP exdgeno.

Ademais do pGlow usado como molde para a sintese in vitro, outros plasmideos
contendo GFP foram usados nos ensaios de traducao acelular a fim de aprimorar o

sistema e detectar as proteinas expressas no meio (Figura 5.20).
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Figura 5.20 — Gel de poliacrilamida 12% para verificagdo da sintese in vitro. O pog¢o 1 possui marcador de peso
molecular (Low Range); 2, Extrato puro de CL-Brener; 3, composto de traducdo sem RNA exdgeno; 4, composto de
traduc&o contendo 2 pL de RNA sintético (pGlow — purificado com Trizol®); 5, composto de traducéo contendo 4 pL
de RNA sintético (pGlow — purificado com Trizol®); 6, composto de tradugéo contendo 2 pL de RNA sintético (pXG /
GFP — purificado com LiCL) e o pogo 7 composto de traducdo contendo 4 pL de RNA sintético (pXG / GFP —
purificado com LiCL).

Com o intuito de averiguarmos a nao eficiéncia do sistema de traducéo,
realizamos a sintese usando sistemas comerciais de gérmen de trigo e reticulécito de

coelho. Em seguida, as amostras eram aplicadas em géis de poliacrilamida e

transferidas para uma membrana de nylon como mostra a Figura 5.21.
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Figura 5.21 — Transferéncia em papel de nylon. Do pogo 1 ao 6 o extrato usado junto ao composto de tradugédo foi o
TcS12. Os pogos 7 e 8 contém o extrato comercial de gérmen de trigo. Os pogos 1, 5 e 7 sdo os controles negativos
da tradugéo: sem a presenca de um mRNA exdgeno; os demais pogos apresentam mRNA sintetizado com pGlow (3,
6 e 8), pXG (poco 2) e pGem (pogo 4). Nos pogos 5 e 6 foram tratados com a enzima microccocoal nuclease para a
eliminacdo dos mRNA enddgenos. A coloracdo da membrana foi feita com o kit Transcend® (kit de revelacdo
colorimétrico).
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Embora os resultados obtidos nédo estivessem de acordo com o esperado, uma
vez que 0 processo de traducdo in vitro ndo respondeu prontamente a pergunta
primordial desse trabalho, conseguimos otimizar a sintese de RNA linear para estudos

posteriores visando o emprego da técnica referida.

5.8— Desenvolvimento de método para caracterizagcdo de cepas de T.

cruzi

Inicialmente, um dos objetivos implicitos desse trabalho foi a elaboracao de um
extrato protéico acelular para a verificagdo da ocorréncia de trans-splicing utilizando a
propria maquinaria celular do T. cruzi. Como esse trabalho continha um viés de
inovacdo metodologica, enviamos nossos resultados preliminares do extrato protéico
para a GESTEC (Gestdo Tecnoldgica da Fiocruz) objetivando um pedido de patente.
No entanto, apds alguns meses sob analise da GESTEC a resposta que obtivemos néo
foi satisfatoria.

Dessa forma, resolvemos continuar nossos ensaios gerando os artigos
anexados ao corpo dessa Tese. Além dos artigos em si, outra contribuicdo que esse
trabalho gerou, foi uma nova abordagem metodoldgica facilmente exequivel para as
Colecdes do Instituto Oswaldo Cruz, visto que poderia ser usado para tipagem das
cepas de T. cruzi e, possivelmente também para as Leishmanias, certificando-se da
identidade das cepas que estariam liberando aos usuéarios desses centros de
referéncia. Com isso a técnica poderia ser empregada como um fingerprinting para
cada cepa.

A Figura 5.18 mostra que cada cepa apresentou um perfil caracteristico da
distribuicdo de pesos moleculares e numero de proteinas identificadas, estando bem
definida a composicdo de proteinas expressas, tornando-se, portanto, um possivel
parametro de avaliacdo entre cepas, uma vez que estas poderiam ser classificadas de

acordo com o seu perfil protéico. A Figura 5.19 evidencia a caracteristica da
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metodologia em identificar proteinas que sdo detectadas apenas em uma cepa, isto €&,

proteinas observadas exclusivamente em uma determinada cepa.
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Figura 5.22 — Distribuicdo caracteristica entre o peso molecular e o nimero de proteinas identificadas nas cepas de
T. cruzi analisadas.
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Figura 5.23 — Proteinas detectadas exclusivamente em cada cepa de T. cruzi. As proteinas foram agrupadas de
acordo com o peso molecular, e a distribuicdo é visualizada no gréafico de violino. Numero de acesso do UniProt

estéo indicados entre parénteses.
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6. Discussao

Pelas suas caracteristicas biologicas e moleculares, seu posicionamento na
escala evolutiva dos eucariotos e, sobretudo, sua importancia médica, o T. cruzi
apresenta-se como um organismo que urge esforcos para o mapeamento e elucidacao
do papel das UTR na atividade génica, especialmente no que tange a regulacdo pos-
transcricional. Logo, é de suma importancia identificar e detalhar em quais segmentos
adjacentes aos genes ja identificados e anotados, as UTR estdo localizadas, assim
como sua caracterizacao referente a composicao e tamanho.

Foi sob esse contexto que desenvolvemos o presente estudo e concentramos as
analises nos genes de trans-sialidase (TS), devido a importancia do papel desta
proteina na invasdo de células hospedeiras, além de ser uma das mais numerosas
familias multigénicas com cerca de 700 copias (El-Sayed et al, 2005). A partir de
informagdes previamente geradas sobre a localizagdo e composicdo da 5’UTR do gene
de TS em T. cruzi, investigamos experimentalmente um fenémeno tipico dos
organismos que efetuam a transcricdo através do mecanismo de trans-splicing, ou seja,
a existéncia de sitios mdultiplos de trans-splicing gerando dois ou mais RNA
mensageiros de um mesmo gene, 0s quais diferem por caracteristicas particulares da
5'UTR. Isso pode resultar em uma maior diversidade ao organismo na atividade dos
RNA mensageiros sem haver altera¢do na proteina codificada.

Neste trabalho, a partir das analises de seqiienciamento (Sanger) de varios
genes de trans-sialidases (e da regiao 5’UTR), foi possivel mostrar a formacao de
grupos isolados para os dois estagios de T. cruzi em estudo: epimastigota e
tripomastigota. Observamos que uma das sequéncias referéncias
(Tc00.1047053507085.30) era comum em ambos 0s estagios, apresentando 0 mesmo
tamanho da 5’'UTR; a diferenca evidenciava-se na composi¢cdo de nucleotideos entre
elas. A ocorréncia de motivos especificos em cada um desses estagios pontuou
particularidades nédo apenas relacionadas a forma evolutiva do parasito, mas,
sobretudo, em relacdo as sequencias obtidas para um mesmo estagio. Talvez essas
diferencas estejam em acordo com o processo observado na formacdo do

spliceossomo, que por estar presente em todas as etapas de formacdo do mRNA
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permite mudancas altamente dinamicas, nas quais tanto o0 RNA quanto a composi¢cao
de proteinas sado alteradas (Gunzl, 2010).

O iniciador 5’UTRTCNA foi inicialmente usado para os ensaios envolvendo
amplificacéo génica por PCR, com o intuito de selecionar o maior nimero possivel de
copias de TS. No entanto, apds varios seguenciamentos — e provavelmente por
limitacdes tecnoldgicas - verificamos que o numero de copias selecionadas foi apenas
16, entre as 450 cépias identificadas pelo sequenciamento do genoma. Se
considerarmos o0s pseudogenes, esse numero aumenta para mais de 800 cépias. Ao
expandirmos as buscas dessas copias de TS com o mesmo par de iniciadores, através
de um aumento de clones selecionados e, por conseguinte, aumento de sequéncias
obtidas, constatamos que além do numero reduzido de cépias de TS, havia também
inespecificidade. Outros genes estavam sendo selecionados, tais como 0s genes para
carboxil — metil - transferase e proteinas glicosomais de membrana.

Modificamos, entdo, a estratégia experimental, e selecionamos outro iniciador
para substituir o 5’UTRTCNA. Passamos a trabalhar com o 5’TcTS reverso, mantendo
o iniciador para mini-exon (forward). Esse novo iniciador possui 11 nucleotideos da
ORF (Open Reading Frame) e seu emprego possibilitou a selecdo de um namero maior
de copias de TS de CL-Brener no estagio epimastigota. A cepa CL-Brener no estagio
tripomastigota ndo encontra-se disponivel na rotina de cultura de parasitos em nosso
laboratério. Assim, ndo foi possivel prosseguir com os ensaios empregando o iniciador
5'TcTS (reverso) para as formas tripomastigotas.

Mediante a formacédo dos blocos de TS selecionados, iniciamos o preparo do
extrato proteico de T. cruzi, a fim de realizarmos a traducdo acelular. Atualmente, ha
varios extratos disponiveis comercialmente, tais como o extrato de E. coli, reticuldcito
de coelho, gérmen de trigo e leveduras. No entanto, a possibilidade de se investigar os
fendbmenos acelulares usando um extrato de T. cruzi com o proprio conjunto de
enzimas e proteinas do parasito, nos pareceu bastante instigante para um organismo
repleto de peculiaridades. O extrato proteico que mais se aproxima filogeneticamente
ao T. cruzi, tendo por finalidade a traducao, é o de Leishmania tarentolae presente nos

estudos de Kovtun e colaboradores porém, ndo € comercializado (Kovtun et al, 2010).
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Todavia, resolvemos desenvolver uma metodologia propria para produzir um
extrato proteico a partir de células epimastigotas de CL-Brener visando gerar uma
ferramenta capaz de elucidar questdes relacionadas a expressao génica em T. cruzi.

A primeira etapa foi a elaboragdo de um sistema de lise celular eficiente e que,
ao mesmo tempo, mantivesse as estruturas celulares integras para que garantissem a
traducdo acelular, além de permitir a reprodutibilidade em ensaios futuros.
Concebemos uma estratégia de lise celular baseada em metodologia previamente
aplicada a E. coli (Kim et al, 2006). O extrato proteico a partir de T. cruzi foi, entéo,
denominado TcS12. Inicialmente, as etapas de lise foram monitoradas subjetivamente
por microscopia optica.

Entretanto, para a comprovacao da eficacia do sistema de lise e seu produto
final, os dados foram submetidos a andlise por citometria de fluxo. Os resultados
provenientes de experimentos em triplicata comprovaram que ocorria lise em mais de
70% das células, evidenciando, assim, a solidez e reprodutibilidade da metodologia
estabelecida.

A qualidade do extrato TcS12 em quatro cepas de T. cruzi de diferentes DTU
(CL-Brener, Dm28c, 4167 e Y), foi demonstrada através dos ensaios por
espectrometria de massas que permitiu a identificacdo e a quantificacdo de proteinas
presentes no meio através da comparacao de seus proteomas. Para tanto, usou-se a
metodologia denominada MSE — desenvolvida e patenteada pela Waters — que permite
a quantificacdo relativa de proteinas por espectrometria de massas sem marcacao
isotopica de aminoacidos, ou seja, € uma técnica “label-free” (Zhu et al, 2010). Com
esta nova abordagem, identificamos cerca de 1100 proteinas nas quatro cepas
analisadas, distribuidas como proteinas de membrana, de organelas, nucleares e
citosolicas.

A predicdo da localizagdo subcelular ocorre devido ao fato de uma Unica
proteina poder coexistir em duas ou mais localizagdes (estruturas) em uma célula.
Além disso, algumas proteinas possuem caracteristicas dinamicas e s&o, portanto,
capazes de se mover entre duas ou mais localiza¢des subcelulares.

O estudo comparativo da expressao das proteinas das quatro cepas de T. cruzi
revelou que algumas classes de proteinas, como as TS , estavam presentes em
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guantidades reduzidas, com excecdo da cepa Y. Observou-se um numero reduzido -
em meédia menor que trés copias de TS, além de outras proteinas de superficie de
membrana — encontrado nas cepas CL-Brener, Dm28c e 4167, enquanto que mais de
100 TS foram identificadas na cepa Y. Isso poderia ser um artefato gerado durante a
metodologia de lise celular e posterior preparo do extrato proteico, com a perda de
material, provavelmente no precipitado de células. Em artigo publicado por Zhu e
colaboradores, onde descrevem uma metodologia para o preparo de lisado de células
de T. cruzi no estagio tripomastigota, os autores analisam juntamente, o sobrenadante
e o pellet, identificando, portanto, 1.448 proteinas ndo redundantes, incluindo TS e
mucinas (Zhu et al, 2010).

Esse resultado é bastante intrigante, pelo fato da cepa Y apresentar
caracteristicas metabolicas proximas a Dm28c. Deve-se salientar que esta diferenca no
padrdo de distribuicdo das classes de proteinas ndo é algo espurio resultante da
metodologia de lise celular empregada nesse trabalho, pois como demonstrado
anteriormente todas as etapas foram padronizadas e otimizadas. Esses perfis podem
ser correlacionados com a caracteristica intrinseca de cada cepa.

Optamos por repetir os experimentos de lise celular usando a nossa
metodologia, e dessa vez, investigamos tanto o material proveniente do sobrenadante
guanto do pellet de células epimastigotas da cepa CL-Brener, usada como referéncia
de T. cruzi. O pellet resultante da lise celular foi ressuspenso e homogeneizado em 0,2
% do surfactante RapiGest™. Devido a composicdo do precipitado ser uma fracédo
microssomal, constituida predominantemente por restos de membrana celular e
organelas, contendo, portanto, proteinas hidrofobicas, houve a necessidade de se
aumentar a concentracao final do surfactante para melhor solubilizag&o.

A analise do sobrenadante (TcS12) identificou apenas uma Unica trans-sialidase,
enquanto a mesma aplicada ao precipitado de células detectou quatro trans-sialidases
por LCMS/MS, entretanto de baixa confiabilidade estatistica segundo o programa
PLGS.

Esse resultado confirmou ndo sé a reprodutibilidade da metodologia do sistema
de lise celular estabelecido e da produgdo do extrato proteico desenvolvida nesse
trabalho, como também descartou a hipotese de perda de material durante o
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processamento da amostra. Além disso, foi demonstrado que a expressdo da TS em
epimastigotas da cepa CL-Brener foi provavelmente inferior ao que ocorre na cepa Y.
Esses dados comprobatorios nos renderam uma publicagdo na revista Analytical
Biochemistry e, posteriormente, a ilustracdo da capa da mesma (Silva Galdino et al,
2014).

ApoGs a constatacdo da qualidade do extrato elaborado TcS12, ampliamos nossa
abordagem através da espectrometria de massas (LCMS/MS) com o uso do extrato
protéico (TcS12) de CL-Brener (selecionada por conter seu genoma anotado
publicamente), objetivando a verificagdo da influéncia da regidao 5’UTR sobre a
traducdo de trans-sialidases, identificando-as e comparando-as junto aos bancos de
dados de cDNA (ou RNA) construidos durante esse trabalho.

Apés a realizacdo dos ensaios pela espectrometria e a identificacdo de uma
trans-sialidase no extrato proteico TcS12 de CL-Brener, buscamos, por alinhamento de
sequéncias e rastreamento do numero de acesso no genbank, a sequéncia
correspondente em nossos arquivos de cDNAs. Em seguida, identificamos a regido
5’'UTR da sequéncia, o que nos permitiu mapear os sitios de trans-splicing.

As referéncias encontradas para os cDNAs, tanto de epimastigotas quanto
tripomastigotas, apresentaram os mesmos tamanhos de 5’UTR, com 90 a 95% de
identidade de nucleotideos. Embora fosse esperado 100% de identidade, e
desconsiderando-se erros de sequenciamento ou mesmo amplificagdo, podemos inferir
gue, no caso descrito acima, ha a possibilidade de existéncia de duas isoformas de
trans-sialidase no genoma, sendo que uma difere da outra pela variacédo da localizacéo
do ATG. Vale a pena ressaltar que esse resultado refere-se apenas a um grupo de
trans-sialidase; uma vez que o numero de copias dessa familia & bastante abrangente
(com mais de 450 cépias), o potencial para isoformas diferenciadas torna-se grande.
Os resultados ainda apontaram que embora o tamanho da regido 5’UTR nao seja
determinante, ha motivos, como as regides ricas em CA, ou GA, que contribuiriam, de
alguma forma, para a expressdo diferenciada entre 0s estagios epimastigota e
tripomastigota, bem como as diferencas apresentadas dentro do préprio estégio.
Interessantemente, a quantidade de mRNA detectado tanto pela abordagem por
Sanger (167 cépias para o0 estagio epimastigota) quanto pelo 454 Junior (cerca de 300
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copias transcritas no estagio epimastigota) foi superior a quantidade de TS traduzidas e
identificadas no extrato TcS12 de CL-Brener, o que nos leva a conjecturar que, ou
grande parte dos mRNA n&o s&o traduzidos, ou s&o traduzidos e degradados
rapidamente.

Em estudos prévios, Pasion e colaboradores (Pasion et al, 1996) evidenciaram
gue, frequentemente, os genes de tripanossomatideos possuem multiplos sitios
aceptores de trans-splicing para o mini-exon nas moléculas precursoras de mRNA
maduro. A extensao da regidao 5’UTR dependera da escolha do sitio aceptor de trans-
splicing a ser usado. Dele¢Bes que removam um sitio aceptor podem forcar a utilizagédo
de um sitio alternativo, afetando, dessa forma, o tamanho e a sequéncia da 5’UTR.

Através de experimentos com o0 gene da topoisomerase na regido 5UTR,
comprovou-se a regulacdo negativa das moléculas de mRNA, destacando que a perda
de determinados elementos localizados na 5’'UTR resultaria em aumento na expressao
dos transcritos para esse gene, e, concomitantemente, na sua reducao ao nivel do ciclo
celular. Ou seja, a perda de certos elementos que poderiam reprimir sitios de trans-
splicing no transcrito, levariam ao acumulo de mRNA maduro em determinadas fases
do ciclo celular (Pasion et al, 1996).

Os estudos de Vogel e Marcotte (Vogel & Marcotte, 2012) mostraram que
proteinas envolvidas na organizacao da cromatina e regulacdo transcricional tendem a
ser rapidamente degradadas. A regulacdo em proteinas abundantes espelha, portanto,
funcdes biologicas especificas, ou seja, proteinas regulatdrias podem ser produzidas e
degradadas muito rapidamente ao reagirem aos estimulos, enquanto as proteinas
estruturais e constitutivas (housekeepings) podem ter uma meia-vida mais longa. Além
disso, a regulacao dos transcritos abundantes poderia atuar como sistema controlador
‘liga” e “desliga” de acordo com o gene e definindo a quantidade de proteina a ser
liberada (Vogel & Marcotte, 2012).

Contudo, a baixa expressao de proteinas de superficie na maioria das formas de
epimastigotas detectadas em nossos estudos, esta em acordo com o trabalho
protedmico publicado previamente por Queiroz e colaboradores (Queiroz et al, 2013).
Essa classe de proteinas esta relacionada com mecanismos de invasdo celular em
tripomastigota, e em epimastigotas desempenha o papel de adeséo do protozoario nas
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paredes do tubo digestivo do reduvideo. No trabalho de Atwood (Atwood et al, 2005) ha
relato de identificacdo para poucas trans-sialidases em tripomastigotas e nenhuma
mucina ou MASP, ou mesmo trans-sialidase em epimastigotas. Esses trabalhos
usaram metodologias distintas de preparagédo de extrato proteico, sendo que pelo
meétodo proposto em nosso estudo, com o uso de células de epimastigotas, detectamos
a presenca de proteinas de superficie de membrana, como gp63, que foi detectada
apenas em CL-Brener e TS encontrada especialmente na cepa Y, ratificando, assim, a
eficiéncia e a sensibilidade da metodologia.

Dentre as classes de proteinas descritas nas tabelas de expressao
apresentadas nos resultados, retrotransposons sédo especialmente expressos em CL-
Brener. Os retrotransposons foram caracterizados como familia multigénica em T.
brucei, e sequéncias repetidas, homodlogas, foram encontradas como sequéncias de
proteinas codificantes em T. cruzi (Bringaud et al, 2002). Em nossos estudos, 0s
retrotransposons foram observados em baixos niveis de expressdo em 4167 e Dm28c
em relacdo a CL-Brener, enquanto que em Y estavam ausentes. Esses achados
sugerem que sob a forma epimastigota, esses elementos moveis poderiam ndo estar
ativos em Y. Vale a pena ressaltar que alguns tipos de elementos moveis tem sido
relacionados como espécie especificos ou restritos a algumas espécies relacionadas,

tais como Leishmania major e Leishmania donovani (Souza et al, 2007).

No entanto, tal comportamento entre as cepas se modifica quando se compara
0s niveis de expresséo entre as proteinas envolvidas no metabolismo dos aminoéacidos,
carboidratos e lipideos. Sabe-se que as formas replicativas de T. cruzi usam,
preferencialmente, o carbono como fonte de energia oriundo da glicose e dos
aminoacidos (Barrett et al, 2012). As cepas Dm28c, Y e CL-Brener apresentaram um
namero similar de proteinas Unicas (Tabelas 4.2 — 4.4). Nao obstante, os niveis de
expressdo dessa classe de proteinas foram aumentados em 4167, comparada a CL-
Brener. Isto poderia ser um reflexo da grande atividade replicativa da cepa 4167 (ou ao
seu comportamento durante o crescimento), demonstrado em cultura axénica de 4167

guando comparada com a CL-Brener.

77



Essas distingbes observadas no perfil protebmico quantitativo de cada cepa
fornecem informacBes que poderiam ser usadas como uma “impressao digital” de
expressdo proteica, e, portanto, uma ferramenta complementar no auxilio da
caracterizacao fenotipica das cepas de T. cruzi.

Algumas analises pelos marcadores moleculares e bioquimicos atuais podem
nao classificar conclusivamente o grupo o qual a cepa pertenca. Sendo assim, uma das
contribuicdes do nosso estudo foi conceber uma metodologia simples, de facil
execucdo e reprodutivel que poderia ser rotineiramente empregada nos laboratorios
das Colecdes do Instituto Oswaldo Cruz visando, em casos de duvidas técnicas, a
certificacdo da cepa em manipulacao.

Uma das vantagens da abordagem metodolégica apresentada aqui é a
execucdo de um protocolo com etapas simplificadas e baixo custo relativo dos
equipamentos usados durante o preparo do extrato TcS12, evitando-se ultra
centrifugas ou probe ultrasonicator. Além disso, as solucdes e detergente utilizados no
preparo da amostra sdo compativeis com a analise por LCMS, e ndo interferem na
gualidade dos resultados.

Metodologias combinadas a espectrometria de massas ja sdo extensivamente
usadas para se classificar microrganismos e bactérias (van Veen et al, 2010; Freiwald
& Sauer, 2009), porém ainda ndo ha descricbes publicadas referentes a
tripanossomatideos.

Vale ressaltar que a abordagem metodologica desenvolvida neste trabalho de
tese foi submetida a processo de patente. A primeira etapa culminou no envio de um
direcionamento de estudo ao NIT-IOC (Nucleo de Inovacao Tecnoldgica do Instituto
Oswaldo Cruz) intitulado de: Método de Lise de Células de Trypanosoma cruzi para
geracao de extrato com atividade de sintese proteica. Houve uma avaliacdo prévia da
proposta antes de sua submissdo para a segunda etapa: reunides na GESTEC e
posterior pesquisa do tema a fim de se averiguar a novidade de invencdo e impacto
sobre o tema proposto. A resposta dessa pesquisa nao foi conclusiva a ponto de
prosseguirmos com os esfor¢cos em busca da patente. Relataram-nos da existéncia de

muitos métodos de lise disponiveis e ja publicados, embora ndo fossem iguais ao que
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estavamos propondo. Nao nos foi dada muita certeza sobre o interesse da instituicdo
no prosseguimento do pedido de patente.

A partir de entéo, resolvemos continuar NnoSsos ensaios experimentais baseados
na abordagem metodoldgica desenvolvida, adequando-a para publicacbes pertinentes
a essa area. Cogitou-se a possibilidade do emprego efetivo da técnica, ndo apenas
para os laboratérios de pesquisa, mas principalmente para ser empregada nos
laboratérios de Colecdes, onde a necessidade de certificacdo das cepas é essencial
tanto pela alta demanda externa como pela rotina de manipulagdo das mesmas.

Além disso, acreditamos que a metodologia proposta neste trabalho possibilitara
a continuidade de estudos futuros de traducédo acelular, proporcionando uma analise
mais abrangente dos ensaios relacionados a expressao génica de T. cruzi usando a
propria maquinaria do organismo.

O estudo do perfil protedbmico por espectrometria de massas possibilitaria uma
alternativa viavel na certificacao de cepas e isolados de T. cruzi. Para tanto, poderemos
estabelecer protocolos para determinacéo de caracteristicas especificas de cada cepa.
Por exemplo, a presenca dominante de trans-sialidase detectada na cepa Y, poderia
ser adotada como caracteristica Unica para tipagem de cepas.

Assim, como desdobramento imediato deste trabalho, sera apresentado as
colecbes do I0C, a possibilidade do emprego da metodologia desenvolvida para a
tipagem celular dos tripanossomatideos, usando-a como uma ferramenta de
identificacdo para auxiliar na certificacdo das cepas. Além das duas publicacbes
geradas como produtos diretos desse trabalho, a primeira aceita na revista Analytical
Biochemistry e a segunda em processo de andlise na Experimental Parasitology, outro
manuscrito sera elaborado com as informacdes obtidas pelos alinhamentos (Sanger e

454 Junior), tornando esses resultados publicos.
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7. Conclusdes

A analise do extrato TcS12 por espectrometria de massa mostrou que as cepas

de T. cruzi envolvidas nesse estudo apresentam perfis proteicos diferenciados.

Observou-se que a quantidade de trans-sialidase detectada no extrato proteico
da cepa Y foi elevada em relacdo as demais; esse fato talvez esteja relacionado
com a maior capacidade de colonizacdo dessa cepa no intestino do hospedeiro
invertebrado.

O tamanho da regiao 5’UTR provavelmente nao interfere sobre a traducédo de
trans-sialidases. Contudo, a presenca de determinados blocos composicionais

de nucleotideos presentes nessas regides parece exercer influéncia na traducéo.

O numero de cépias de mMRNA correspondente a trans-sialidases foi superior ao
namero de proteinas detectadas no extrato TcS12. Sugerindo, portanto, que ha
algum mecanismo de regulacdo da sintese dessas proteinas, ou entdo, ha um

processo de “turnover” de trans-sialidases.
A ndo observacdo de sintese proteica do gene repérter no extrato acelular,

possivelmente foi devida a uma limitacdo técnica inicial referente a qualidade

insuficiente do mRNA produzido in vitro.
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8. Perspectivas

v' Aplicacdo da metodologia desenvolvida neste estudo para identificacdo de
outras cepas de T. cruzi. Pretende-se promover encontros com 0s responsaveis
pelas cole¢Bes oficiais de tripanossomatideos do IOC sobre a possibilidade de
transferéncia de tecnologia visando contribuigc&o institucional efetiva.

v' Aprimoramento da técnica de sintese acelular visando a tradug&o in vitro de
proteinas a partir do extrato elaborado, TcS12, com o intuito de elucidar os
mecanismos intrinsecos relacionados com a 5’ UTR.

v' Aprofundar os estudos de caracterizacdo dos genes de trans-sialidases com a

cepa.
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ARTICLE INFOD ABSTRACT

Ardei W hawe developed a ol disrmuption method to produces a2 protein exiract using Trypenosoma cus cells

Ny
R d 17 Sepramber 2013
B e d i revited foem 36 Denber 3013
Accepand T Mowember 2013
owailabie aodine 77 Mowember 2013

hhamed on & stradgghifo rwand hypooss motic hysis protom] . The procedu e oon sists of thres steps: inouhation
af the cells in a hypomsmatic lysis buffer, sonication in a water bath, and cemtrifugation. The final protein
exiract was designated Tofl 2 The siages of od | dismuption at different inoubation tmes wene momnitaned
by differential i nberfenence comtrast microscopy. After 30 min of inobation in hysis buffer at 4 °C, the T.
o epimastigote forms changed from slender to round <shaped parasibes. Mevertheless, oell dismupiion

Lcywond: — ok place fall owing sonication of the sample for 3 min_ The effi ency of the methadal oy was ala val-
ey ielated by flow cytametry, which resuled in 725 of propidium iodide (P Habeled cells. To svtimate the
[T ——— |protein extradtion yield and the differential proin expression, the profomics profile of four T. oam
Tr a0 s ol strains (Cl-Brener, Dm2&c, ¥, and £167) were analy==d by liquid wmﬂmm:pﬂn—
P Gy trometry { LOWS/ME) on a SYHAFT HDMS sysiem using the lbel-free M5® approach. Protein Ly € lohal
Pmaramics Server (version 25) with Expression® analysis identified 2 ol of 1153 protsins and revealsd 428 differ.

entially expressed profins amaong the strains. Gene ontology analysis showed that not only oytosalic
jproteins but also nudear and organella ones wene pressent in the extrart.

& N1 3 Elsevier Inc. All rights reserved

Trypanasomg crusd is the ciusative sgent of Chagas disexse
infecting 16 to 18 million people distributed around the warkd
(htrp: [ fwwiw wihooorg) The parssite presents a complex life cycle
il ving ve rebrate resarvain and invertebaxte hosts 1]

To eluddate the mechanisms responsible for the devel opment
of Chagas disesse, further studies on T. gusi probein expresion le-
vel are necesary. Several ypes and procedures of protein exrsc-
tion have been developed to obtxin the most efficien yield for 2
specific group of proteins, a cell lysate, tisue homogeniz stion, 2
subceliular organelle, or even a whaole organism.

Currently, the majority of protocols to carry out prolein edrac-
oo 1oy imves tigate mammalian or plant cells, taswes, bacteris, fun-
g, and especially (in this study) the protoroan parssite T. oruzi
basically invelve fwo extegories: physicsl and chemical disnuption
methods |2 Sample preparation methodologies such x5 liguid
homogenization are one of e most widely used in small volumes
sl cell cultures The cell siuspe i on is poured into 5 gl o/linder
and i disrupted by motorized or manusl force using & plunger
through a narrow space under high pressure |3) On the other

= Comresparading aarhar Fax +55 21 2580 1433
E-mtsid peffopss: iealurmesd¥c fiosoruz Br (DUE. Kalurmes).

D03 DHTHE - b et marer O 2013 Elesker bne AN Sghs nesraed
hpe)f el cog /10100 jabJ0 311,010

hand, physical methods such 5 dismption ®ing ulttasonic vibra-
o can be an option tolyse a cell suspension or toward a cell wall
containing organim High-frequency sound waves are formed by a
vilrating probe immersed in the cell suspension of in lyais bufer,
generating mechanical energy. By its turn, it produces bubdbles that
implode and cause vibration between sample molecules, leading o
disruption of the cells |4 Strategies inval ving twa or maore cell dis-
ruption methodologies are often combined with sonication-hased
techniques Although it is very efle dive for disrupting mammalian
tisswes, prokaryoles and even yexst cells, high-frequency sownd
CHes eXoessive hea ting and protein degrada tion may oocur. Mild
disruption protocols that involve freeze-thaw cycles can be an
alternative. They involve fresring cell suspension in liquid nitro-
gen, llmwed by thawing the sample a1 higher of foom Lempers-
tures |5

.MLﬁiu ype of asociation of methadalogies emploved 1o
fragment the cell wall in general, is the manusl grnding of
the frozen tsue in liquid nitrogen using 2 mortar and pestle
combined with the use of hypotonic bulfer and glass beads
However, this consists of excessive sample manipulstion
and can lead to low yields of protein edarscted and even
contamination |2).
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The detergent-based method has become 2 (avorite procedurne
and is an exsier alternative o physical disruption because it has
4 straight effect on the lipid bilayer of the cell membrane. More-
over, this techniqiue does not require much libor and 5o ssists
with biomolecule solubilization. However, il the sample is to be
analyzed by mass specrometry, i great varety of surfsctants is
imscom patible and its depletion can be troublesame [6-8)

Methids that empiloy gentle tedwnd ques to obtain s proper pro-
tein extract for cell-free systems to perform in vitro protein syn-
thessis have been considensd an sttractive methodology. Cell-free
systems have been wed tostwdy the molecul ar mechandsm nelsed
o pasttransl ation regulation in gene expression [3). The pioneer-
ing wark by Hoagland and cowarkers dhowed that the translation
muachine ry o ginating from cell extracts could be used inin vitmo
protein synthesis | 10). The protocol established by Pratt in 1984
is used x5 the “gold standard™ for pre paring cell-free systems from
Escherichia coli cells | 530 extract) |11 Baed on Pratts methodol-
oy, Kim and coworkers developed a more strai ghiforwand method
of preparing cell extracts from E coli strain BL21 without the use of
Thi ghv=s pesed cent rifuega tion and with less sample mani pulstion (512
extract) | 12| Finally, selection of the cell disruption methodal ogy
depends on the downstream analysis o be performed, which is
esdential for gathering socira te results.

Iy the current work, we improved a methodology based on the
512 esctract provocol, which we named the TeS12 protein extract,
using hypotonic lysis combined with water batl sonication. It ak-
loweed us to produce o cell lysate and 2 protein extract from four
T. cruzi strains: CL-Brener (TcVIL, Dm28c (Toll, ¥ (Tclll, and 4167
(Teld L All eells were investigated during the pimastigote stage
Ta prove the e fecti ve nes of the method and to show that the par-
asites are thoroughly disrupted, flow cytometry analysis experi-
menits were performed. We also demonstrated tha t owr i mproved
technodogy can be wsed in & comparative proteomics study on
ithve afore me nitiomned st raine We identifled proteins located in cyto-
sal, arganelles, and even the nucleus of ealls. Thus, it clearly indi-
cates that all of those cell compartments are broken apart and
itheesir perovbesi nes are present in the extract Furthermore, this me thod-

ology can give us support to understand the protein profile of dif-
ferent strains and attempt to comelate it to the process of

infeaivity and interaction mechanism between T. o and host
cells.

Materials and method s
Materialks

The T. cruzi strains were Kindly provided by the Protozoa Collec-
tion (Colecio de Protarodrios, hitp:|fcolprotocre br) from the
Oawalds Crur Foundation. Hepes (-] 2- hydrosgethyl)-1 - pipera zi-
nesthanesullfonic acid, minimum 99.5% pure grade) potissium
hydrescide [puriss. plus grade), saponin (molecular biology grade ),
ammonium bicabonste (ReagentPhis, =990%) iodoscetamide
(1AA.) Biolltra) and ammonium formate (liquid dwomatography
mas spedrometry |LCMS] grade, 995 pure) werne purchased from
Signu -Aldrich (5L Lowis, MO, USAL Acetanitrile (LOMS grade ) and
fTormic scid (high-perfonmance liquid chromatography [HPLC] grade,
O pure ) veere abtained from TediaBrasil (Riode Janeing, B], Brail)
Diithd athreital (DTT, ultra pure) wis obixined from Giboo/Life Tedh-
malogies (Carlshad, CA, USA) Trypsin (porcine, sequencing grade

1A med LA, Gk T LS, il e mgraphy Mt
SpacTImery, HPLE, high-peformance T ch vy I,
PES, plplr e Bullewd @ line; P poog [ITRET. T Vo R E——

WIH.-u s e romvery; DNC, diferencia ) e e CoMTE ST TOF, S -of-
Mg S0, g Caoin - acha nge; FLIS, Pronesindyso ol Siereer; O, ooe Mok of
TS, ms BHY T [rer—y

muaodifted) was obtxined from Promega (Madison, W1, USA) Triflus-
rascetic acid (HPLD Spectro grade) was purchase d from Perce (Rock-
ford, 1L USA) Wabter was purified wsing 2 Milli-0 system (Millipore,
Bedford, MA, USAL

Preparation of el [ysate and T. crus To512 profein extrad

Epimastigote forms of CL-Brener, Dm28c, Y, and 4167 strains
were axenically cultwred in Warren™s modified medium (brain-
heart inhiion) |13) (Dike-BD, Sparks, MO, USA) supplemented
with 10 fetal bovine serum (Cultilah, Campines, SP, Brazil) at
28°C The four parasite strains were initislly grown simults-
meously until they resched the mid-logarithmic phass sccording
to each strain growth curve profile—Dm28c and ¥ strains on the
Tih day of growth, CL-Brener on the Sth day of growth, and 4167
on the dth day of growth The epimastigotes were evalusted in 2
Neubawer chamber, and the cell suspendion was split at 2 o lular
demsity of 107 parasivesml. Alterward, the T. crus cells were har-
vested, followed by centrifugation at 800 RCF dor 10 min st 4 °C,
and washed three times with 20mM phosphate buffer, 2.7mM
KOL and 137mM MaCl ( pH 7.4) (phosphate-buffered saline, PES)
For the cell disruption experiments, el pellet aliquots were resis-
pended in 200 ju of hypotonic bulfer (20 mM Hepes K 0H [pH 7.6)
and 2mM D]T].Hﬂimuimimfu 30min. Here, the samples
undervwent water bath sonication (model USC-750A, Unique, S0
Paula, 5P, Brazil) with a frequency at 25 kHe for 30 min in onder
o tharouwghly disrupt the cells. The cell lysate was centrifuged at
12,000 RCF for 10 min at 4 5C, and the supema tant was colleded
(TeS12 protein extract). The total prolein comncentration Was quuan-
tifbed using a Bradford Protein Assay Kit (Bio-Rad Hercules, CA,
USAL All assays were performed scoording to the manufscturers
il

The samples were stored at -B0°C until wse All biological
experiments were performed in three replicates

The overall schematic procedure of the Te512 protein exract
methodalogy i illustrated im Fig 1.

Flinw cytormerry analysis

For quantifiction of T. cruzi cell membrane perme sbility, 200-
1l aliquets of epimastigote cell suspension (107 @llsiml) were
incubated in the hypotanic lyss buffer for 0 10, 20, and 30 min
at 4 °C_ Fallowing each period of incubation, the parasites were L
beled with & pul of 30 pugimi propidium iodide (P1) sol whion (Sigma-
Aldrich) and immedistely analyred on 2 flow cytometer. Pesitive
iysis control was obtained by treating the parasites with 0001%
(wv ) sapondn fior 15 min at 4 °C, followed by labvel ing with P1 solu-
tion a5 described above The same libeling procedune was per-
formed for analysis of the lysis efficiency of the water hath
sonication. Subsequent to a 30-min incubation time on hypotonic
baufTer at 4 °C. the cell Suspenson was placed in 3 water bath soni-
cator for 10, 20, and 30min, followed by labeling with P1 sol ution
a3 described above All experiments were performed thres times
independentiy.

Diata scquisition and dats snalysis were perfomed wsing 4 FAC-
SCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)
equipped with Cell Quest software (Joseph Trotter, Scripps Re-
Sspl ey It e, San Jose, CA, LUEA) I total, 10000 &ve ni S were 50-
quired in the region previowsly established as that comes ponding
to typical epimastigates.

DIE rreicro scopy analysis
To analyze the efficiency of the protein extraction protocol, hyss

kine tics was monitored and recorded wsing the differential inter-
feremnce contrast (DIC) micoscopy technique. Epimastigote cells
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(107 oellsjml ) were incubated in the hypotonic solution for 0, 10
20, aned 30 min ot 4 40, and images of the cell sspension were re-
corded After & subsequent 30-minincubation time in the lysis buf-
fer, the @1l suspension was placedin & water bath sonicator for 10
20, and 30min An aliquot of fresh parasite dides from sl comndi-
s WS i i edid ated y prepa red and anadyere d wi th a Zeiss Asd ol
server M1 microsmpe (Dberkochen, Germany)

Enzyimatic digestion of the TeS12 pratein extract

Before starting the digestion procedure, the TeS12 protein ex-
tract previoudy resuspended in hypotonic bufler was exchanged
o DD b MHLGHOD, (pH 8.0) {AmiBic) using 2 3-ka auwtofl Amicon
Uity & cenitrifugal filer (Millipore, Tull agreen, Cork, UK) The sam ple
wis washed owt four times with approsdmately 400 j of 100 mM
AmBic, and the retsined protein solution was finally diluted with
the same bufler to 1 jeg/pl protein concentrat ion

For trypsin digestion, the procedure was performed sooording
o Murad amd cowaorkers |14) Esch sample (100 jl) was mised
with 100 ju of 0.2% { wjv ) RapiGest SF Surfactant solwtion (Waters,

Milford, MA, USA) in 1000w AmBic to a final concentration of
01K (wijv ] All solutions were incubated for 15 min at 80°C under
agitation (000 rpm ). Afterward, DTT wis sdded to each protein -
tract to 4 final concentration of 5 mbd and inoubat ed for 30 min at
60 °C under agitation (900 rpm ).

The asays were sllowed to coal at room temperature. Then,
6 jul of 500 MM 1AA was added tothe protein mibiture solution, ol
lowed by incubation in the dark for 30min &t Foom L& mper stune.
For the digestion, a stock try sin solution (Promega) was prepaned
in 100 mM AmBic (400 ) and aliquats of the enzyme wene
added in a 1:50 ratio (wjw, enzyme/substrate | The eaction was.
performed in a thermoblock overnight at 37°C under agitation
(900 rpm). The solutions were acidified with 5 pl of 20% (vv) tri-
Muoraceticacid and incubated for 90 min st 37 °C in order to thar-
oughly precipitate the RipiGest surfsctant. The peptide mixture
4ol utions were then centrifuged at 14,000 rpm for 30 min at 6°C
The supernatants were transfemed to 2 mew vial, followed by dry-
ing down in a vacuum centrifige All samples were stored at
=AM

M analysiz

Belore analysis o 3 two-dimensional liquid chromatography
tandem mass spectrometry (LOMSMS) instrument, all sampiles
were resuspended in 100l of anion exchange loading buffer
(5 mM ammonium formate and 5% scetonitrile, pH 3.2) to 2 final
peptide concentration of 1 g/l

The peptide mixture was analyzed using a SYNAPT G1 HDMS
system (Waters, Manchester, LK) and muss spectra were sofuined
in positive ion time-of-flight (TOF) V-mode The TOF analyzer was
calibrated with the MS/MS fragment ions of | Glul |-fibrinopeptide
B (Sigma-Aldrich) (GFP, 100 fmaljjd in 50:50:1, methanolH0f
acetic acid) from mjr 50 to 2000, The GFP double charged precur-
sor jon mfz T5.8406 was used a5 lock mass cormection for accurate
WIS petyal- SO Wit on mexsine ments. During esch LOMSMS run, the
relerence sprayer (GFP) was injected once every 305

For quantitstive proteomics analysis, nanolCMS™ scquisition
mode wias performed. The mass spectr werne soquined al termating
lowe s high callision energy, s that the sequisition time inaach
miode was L8 5 with a 0U02-3 interscan delry tme In the low-en-
ergy MS mode data were collected at a constant allision energy of
4 &V, wherers in the high-energy M5 mode the collision emergy
ramped from 15 to 55 &V

The digested peptide mixture from esch sample was losded
three imes [three replicates) anto 2 Waters nanadACQUITY UPLC
system ooupled to the SYNAPT G1 HDMS system. The chromatog-
raphy setup was based on the method by Liu and cowarkers with
some modifications | 15). 1t consisted of an online two-dimensional
muarsd-scale LC instrument that inchded a prepacked 180-jum « 2-
mm strong cation-exchange (SC0) column | URLC
50X trap column, Waters, Milford, MA, USA) used for the first
dimension in comnjunction with a trap oolwmn (180 jpm = 20 mm)
packed with 5 jum Symmetry C18 material [Waters ) and 2 nanaAC-
QUATY BEH130 CIE reversed-phase analytical column (1.7 pm,
75 wm = 150 mm) (Waters) 5 the second dimension. An Boaatic
pump (called the modliary pump, ASM) allowed the 500 column
o e equili brated with loading buffer and performed the step gra-
dient rens by losding typically 9 of “salt plugs” antathe 500 colk-
i, Thee plug solutions contained bot hsalt (ammonium frmate)
and organic solvent [ acetonitrile) in varied concentrations The
eight fractions were prepared from a 1-M ammonium formate
stodd solution (pH 3.2) and acetoni trile sccording tothe following:
three salt plug buffers (50, 100 and 150 b ammoni wm iemate)
containing 5% aceton trile, fowr 200-mM ammaonium formate buf-
fers with 5 10, 20, and 30% scetonitrile, and & FLUSH solution
(350mM ammonium formate and S0 acetonitrile) Following
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ithee injection of salt plugs (ata S-pifimin low rate for 10 min], the
released peptides from the SCX column were captured on the C18
trap cohemn By its twm, the eluted peptides from the trap ool umn
were separated on the revesed-phase analytical column using &
limear gradient of 0.1% formic scid in water (mobile phase A)and
01X formic acid in scetonitrile (mobile phase B) for 60min per-
formed by the binary pump (BSML The gradient consisted of
5 min im 955 A and 5X B, followed by 5 to 25 min in G0 A and
40 B, 25 to 30min in 15% A and 85X B, 30 to 40dmin in 155 A
vl 5% B, and 40 o L5 min in 95K A and 5% B, aned the i resediidl-
ibration of the column (95X A and 5% B) from 42.5 oo G0min at 2
Mow rate of 300 nl fmin

Bioinjormarics analysis of the mass spectra data and profein
guantification

The LOMS® raw data from each re plicate sample were processed
Iy the ProteinLyns Global Server (PLGE) version 2.5 saltware plat-
form (Waters, Manchester, UK ) with Expression” infrmatics ver-
sion 25 The protein identification was amied out by the
embedded IDENTITY" algorithm, and seanches wene made 2gxinst
the T. ausi (OL-Bremer) complete proteome database from Uni-
ProtkKB (relesse 2013_06) @ntaining reviewed annotations The
database searching parameters were one missed cleavage by tryp-
sin, carbamidomethyl (C) a5 fixed modifications, and scetyl N-ter-
minal and methionine oidation & variasble modifications The
precirsor and fragment jon mass emor tolerances were adjusted
o 10amd 20 ppm, respectively [delsult values) | 1617 ] The criteria
sl fior & podi tive pootein ma tch were ot lexst three fragme nt jons
[per peptide, seven fragment jons per protein, and ot lexst ome pep-
tide per protein hit A fale- positive disoovery rate was allowed up
o 4 The exact mass retention time (EMET) clusters were gemer-
ated a5 described previously | 18] and wsed for the label-free pro-
tein quantification method based on peak intensity. The summed
intensity of the top three most intende precursor jons (top3Swm)
from the comesponding protein i proportional to its molar
amowunt. Therefre, this linear cormelation was used to calolate
ithee quantity of proteins ina complex mixtwre sampile | 19.20]. Final
protein output tables from all replicstes generated by the jon
sccounting slgorithm integrated in PLGS were merged by the in-
hoise software MasPivol verson 223 [21) which allowed the
mssessment of the top3Sum sverage, opdsum OV (coelficient of
variation], and plotting the dynamic range of the experiments.
The Expresion” algorithm tool estimated the protein relstive
quaniti fication ratio between the dats from CL-Brener TeS12 pro-
tein extraction (used as reference or control) and ithe other three
strxing (¥, Dm28c, and 41671 The parameter used for nomalizs-
tion inchided a choten [constitutive) protein presented in ail repii-
cate &5 and that showed a O less than 10 reltive to the

op35um sverage
Clmsification of protein acording to the cdl com partment

The identified proteins were analyzed by the Euk-mPloc 2.0bio-
informatics tool [22.23), a packege of web servers for predicting

ithee subselulsr localiz stion of the proteins fownd in the TeS12 ex-
itracts from all fowr Straing

Results and discussion
Cell disrupton validared by DIC migoscapy and flow cytamerry
There are o grest number of available spprosches wsed 1o pro-

duce cell lysates and eventually generate 3 protein extract. How-
ever, depending on both steps and reagents employed in the

technique, there may be inte rvening in the M5 analysis, espedaily
im the case of LOMS, and consequently in the proteomics data Here,
we attempt b0 lessen sample mani pulstion that could result in loss
of proteins. For instance, tre stments, including protein prec pits-
tion and chromatography wed to remove potential contaminants
(&g, palyethyiene ghycal, PEG ), and de tergents —incom patibie with
M5 amaly s —can be troublesome [ 2435 ) Moredver, we alio estab-
lish a strategy that could be effective at extracting proteins from
cellular compartments such as nuclel, vacuoles, membrane pro-
teins, amd argamnelles.

The xim to develop a cell disruption methodol ogy was to gemer-
ate a protein extract from T. oruwei based on the modifled method-
ology designated 512 that was previously reported by Kim and
ocowaorkers for studying proteins from bacteria | 12]. Therefore, we
adapted this cell disruption process to the T, cruzi parasite in order
0 investigate and compare the proteome of fowr differe nt strains.
In our work, CL-Brener is the reference strain becase it was se-
lected in the T. cnei genome project with the aim to completely se-
quence its genome Furthermore, extensive charscterizstion of
biological, parasitological, and biochemical sspects of this organ-
ism has been investigated expe imentally |26-28] The 4167 strain
was chosen for Che proteomics analyss becase it represents 2 dis-
it plhylogens tic lineage that i o dsifed in an oppodite extrems
o CL-Brener socording to genetic, molecular, and immunol ogical
available markers |29). Therefore, it @uld reflect an oppasite bio-
logical behador in culture a5 compared with O -Bremner. For in-
stance, CL-Brener presents a slower growth rate compared with
the 4167 strain, which reaches the logarithmic phase at the 4th
day |30 On the other hand, the Dm28c and Y Sirxing show inter-
mediste lestures; that is, the growth pattemn of epimastigote forms
display the logarithmic phase in 7 days, wheress CL-Brener reaches
At thee Sl day. This finding is in agree ment with the various axenic
cultures performed in owr Lbora tory during this study (A Brandso,
[peers0inal CoMmnMINGCE ton )

Fig 1 describes the workibow that resulted in the Te512 protein
extract Initially, we wsed Cl-Brener to evahuate the @lulsr hsis
process that was monitored by means of fresh parasite slides
investigated under phase contrast micosmpy (T. Siva Galdina,
unpublished work)] Thus, this expectation was comoborated by
bath flow cytometric (Fig. 2) and DIC (Fig. 3) microscopy analyses.

Flow cybometry assays shows that the loss of plasm.a me mbrane
integrity wis appracimately 8% st 0 min of incubation of the epi-
mastigote cell suspension in chilled hypotonic lysis bufer
(Fig. 7L At this condition, it is also observed that the majority of
T. cner epimastigote forms of CL-Brener still maint sin great motil-
ity and intact morphology (slender-shaped cell) (Fig. 3AL By
increasing the incubation time in hypotonic lysis buffer to
30 min, the membrane permesbility was approsimately 165 in
aomrdance with DIC micrescopy analysis that shawed atypical
cells presenting altered roundjoval-shaped morphology without
clearly visible llagellum (Fig. IB-DL At this stage thers isno thor-
oirgh cell hysis observed yet

However, the combination of a4 30-min incubation in chilled
hypotonic lysis buffer with water bath sonication for 10 and
20 min lesds to the beginning of cell disruption, 5 illustrated in
Fig. 3E and F, respectively. Finally.an incressed amount of celi delb-
ris is achieved when the epimastigotes are incubated in water bath
somication for 30 min (Fig 3G) This finding was comaborated by
Mhow cytometry analysis, which presented an increase in PI Libeling
(72% of the @1ls positive) (Fig 2) It comesponds to a 9-fold sug-
ment of permesbility of the membrane related to the contral
(0 min in bysis buffer) It should be pointed o that the positive ly-
5is ontrol test resulted in approximately 588 of P+ parasites
(Fig. 2] The entire lysis process was reoorded in order to confirm
the modifications in the cell momphalogy (see Supplementary Vi
deo 51 in the supplementary material)
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Iinscls, provbeing containing phos phothreonine or phosphotendne mo-
tils. However, no data on the location are svailable

Quantfication of the profeing by label-free LOAS"

To perform the protein relstive expression, the data from Tes12
protein extracts of ¥, Dm28c, and 4167 were analyred by the
EXPRESSIONT sl goi thin and asch ofe wis compared with the data
from the CL-Bremer relerence strain We found 32 up-expressed
proteins and 80 down-expresed proteins st a sgnificantly differ-
ent level in 4167 versus (L-Brener. Maoreover, 60 proteins were de-
tected anly in 4167 or @nsidered a5 unique | Fig. 61 In this waork, a
given protein was ansidered as unique if it was detected in only
ot of the strains. Wisen we companed the relative pootein quanti-
fhca tion et ween Dm2 8¢ and OL-Bre ner, the data showed 51 and 92
up- and down-expressed proteins, respectively. We detected 90 x5

ique proteins in Dm2Ac Finally, we observed that 73 proteins

Plow
Ed@m&mﬂﬁnuw dution in the ab ! of
the mnication moces: were Lisded with PL Aeride indicare Siguificant differ-
e i nelarion m conted groap (F < OUDS ) Bl e SenT e s = Sanda  anmas,
ared similar s e o ined with prepararions S Gl m T ¢ e e .

ME and data analysis of the identified proteins

To assess the quality and application of the TcS12 protein ex-
tract, proteomics analysis from four different T, cnei strains
(Dm28c, Cl-Brener, ¥, and 4167) was performed by LOMED As
ilhstrated in Fig. 4, the total number of identified proteins was
1153 in all TcS12 protein extracts of the srains. However, the
number of common proteing was 544 and the number of non-
redundant ones was 609, When we organize the data scoording
to the dass of proteins, the Tc512 from (L-Brener, Dm28c, and
4167 presented 4 similar profile related to the distribution of pro-
tein sbundance, whereas in the Y strain trans-sialidese (T5) was
thve mast “abundant™ class of proteins (A Brandao, personal oom-
municstion) lnerestingly, this eutcame b intrguing becrise the
¥ strain presents phylogenstic featunes close to Dm28c 1t should
e pointed out that this difference in the clas of protein distribu-
tion pattern i mot likely 2 spuriows observation derived from the
cell disruption methodology. Instesd, such prodiles could be mrme-
lated to the intrinsic characteristics of each strain

Predigion of the subcellulor lom liration of protains

The identified proteins found in the TeS12 of all four T oruzi
straing were analyred sccording to Euk-mPloc software in onder
o evaluste the subcellular localiz stion of proteins (Fig 5) The cel-
lular compartments were grouped based on the structural organi-
zation of the protaroan described previowsdy [1132) As we
olserved, the cell lysis method enabled the extraction of proteins
from various types of structunes for ganelles, especially cytoplasm,
i ety il - b homd i on com ple s, neclews, and cell membrane,
extracellular, and cell surlie. However, 3 smaller mmber of pro-
teins was extracted from the endoplasmic reticulum, vacuole,
other organelles, and cytosquel etonjilagellum elements (micriu-
bules) Fig 5 slso shiwws that the total number of proteins mme-
lated tooa cellular structure is greater than the total number of
identified proteing This i due to the fact that 2 single protein
can coexist 3t two or multiple different locations in a cell. Besides,
some proteins present i dynamic feature and are sble to move be-
tween two o more subcellular kocations |22

W abio fownd 11 probeins that we re unable to be matched to a
el hular location. Thase nes were identifled xs dispersed gene
family protein 1 (DGF-1) and 14-3-3 protein. The former belongs to

were up-expressed in the Y strain, wheress &) proteins wene
shiven o be down-expressed. The Y strain presented 209 unigue
proteine. Curiously, more than hall of the total unique proteins
(117 ) corre sponded to TS, & type of surfsce protein

This class of protein, which includes T5, mucing, MASP, and the
GP protein family, isrelated to the cellula r invasion mechanisms of
the i pomast igotes in the vertebrabe cells In epdimasti gotes, it is
involved in tie sdiesion of the protozoan to the insect hast midgut
|33,34). The relative proteomics expression oulame, a5 shown in
Supplementary Tables 51, 52, and 53 (se& supplementary material),
confirmed that, unlike 0L -Brener, Dm28c, and 4167, the ¥ strain
remarkably expressed higher levels of TS. In epimastigotes, a low
expression profile of TS probeins his been repored previouwsly
|35.36. Queiroz and cowarkers develaped a strategy to i nvestigate
cell surbace proteins in e pimastigotes from the Berenice strain and
identified few TS5 |35). Likewise, Arwood and coworkers detected
o TS proteins in one of the first worls on proteome analysis of
all cell forms of T. cruzi [36. It should be pointed out that both
of these studies used two distinet <ample prepara ton methodal o
gied from the one described in our work. Here_ we were sbie to de-
teat ot anly mucins and gp63 (a5 identifled in CL-Brene r anly ) but
also TSs fownd in the TeS12 protein extracts, particulady in the ¥
strain Therelone, it comoborates the efficiency of our methodology
propaed in this wark

Whencomparing the data fromall three expression tables (Sup-
plementary Table 51, 52, amd 53], we obdserved that probeing oofne-
apiniling 1o retroslements (retrotransposome hot spot, BHS) ane
especially expressed in CL-Brener. Retrotransposomes were char-
scterized a5 & multigens amily in Trypanosoma broed, and homolk
ogous repested sequences were abko found a5 coding protein
sequences in T.oruzi | 37,38 In our study, RHS prote ins were fouwnd
im low levels in the 4167 and Dm28c sorains, wheress they wens
abvsent i the ¥ strain This finding could suggest that those RHSs
are ot active in the Y strainin the epimastigote forms. 1t is worth
noting that some types of mobile genetic elements have been
found a5 entirely species specific of even restricted to closely re-
lated spedes such b Leishmania major and Leishmania domonsan
[35-41]. Although the ¥ strain i closely related to Dm28c but
ot b 4167, all three strains seem (o have Tew of Mo COMMON M-
bile elements oompared with the refenence strain OL-Brener.

This protein expression distribution was not observed when we
analyred the clsses of proteins rel sbed to metabolism. 10is known
ithat ithe re plicative form of T. cruzi uses preferentially carbon a5 an
energy source derived from glucose and aming acids |4243). The
expression levels of proteins involved in the metabolism of aming
acids, carbohydrates, and lipids presented similar numbers of un-
iquee proteins in Dm28c, ¥, and CL-Brener (Supplementary Tables
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52 and S3). Nevertheless, the protein expression leveks of 4167
compared with CL-Brener showed that proteins correlsted to
metabolism were increased in 4167 (Supplementary Table S1)
This finding could reflect the higher replicative activity (or growth

behavior) demonstrated by the 4167 strain in axenic culture com-
pared with CL-Brener [30).

Overall, the results presented in the supplementary tables show
that the quantitative proteomics profile of each strain impars
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information that can be used 35 & wnigque expression “finge prin ™
Therefore, it is 2 pote ntial tool o 255151 in the phenotype character-
iz ation ol T. cred sorains.

Comn chusion

In this wark, the methodology developed was sble to disrupt T.
crus cells and yielded 2 protein extrac that we designated TeS12.
First, the cell disruption was empirically monitored by optical
micrascopy and further confirmed by flow cytometry. The com-
plete lysis process was recorded inorder to verily and corroborate
the changes inthe cellular morphology that end up in disruption
The incubastion of epimastigote cells exclusively in hypotomnic bul-
fer produced modification in the cell shape, but no disruption oc-
curred. The epimastigote forms still kept their motility and
appeared intact However, the wse of 2 water bath sonicator led
the cells to thorough disruption. By all means, the eficiency of
our methodology to produce the TeS12 protein extract was proved
by M5 ex periments. In this study, we used | abel -free protein quan-
tification methodology (LOMST) to compare the Tes 12 from four T.
crud straing This approach is becoming a staple in protesmics
i mvestigati ons lecause it is an socwrate tool that allows the e xpres-
sion analysis of proteins in 3 sample. The LOME™ results mot only
identified proteins that are from different cell compartments but
also sllowed the study of protein expression involved in 2 myriad
of protein clases such 25 metabolism, retrotrans pasome, Tol ding.
trandastion, and parasite-host interaction (TS) Finally, we postu-
late that the quality of the TeS 12 protein extract yield could make
it st bide to perform ferther studies, sudh 25 2 cell-free translation
aystem uding T crus a5 & model becase it employs mild chennical
processes and avoids surictants that could damage the essentisl
cel lular structre for protein synithesis_
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Cover Letter

Rio de Janeiro, October 9th, 2013.

Dear Dr. Anton Aebischer
Editor-in-Chief,
Experimental Parasitology

| am submitting to Experimental Parasitology the manuscript entitled "Characterizing
Trypanosoma cruzi strains through the molecufar weight distribution of profeins identified
by a mass spectrometry based method™, authored by Tainah Silva Galdino, Dario E.
Kalume, Constanga Britto and Adeilion Brandao (comesponding author:
abrandao@fiocruz br), researchers at Instituto Oswaldo Cruz-Rio de Janeiro, Brazil.

The manuscript, which is submitted under the “Research Briel™ format, describes a
procedure based on a simplified protein extraction protocol and liquid chromatography
mass spectrometry to get the overall protein composition of four T cruzi strains. The LC-
MS information is used in a graphical distribution of protein molecular weight to
characterize the sirains.
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*Research Highlights

Highlights
A simple extraction protocol and LCMS allows the mass sorting of 7. cruzi proteins
T. cruz strains can be distinguished by the distribution of protein molecular mass

The proposed method generates a set of uniguely detected proteins for each strain
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Abstract

We have used a simplified protein exiraction protocol followed by mass spectrometry
analysis to get a protein profile of four Trypanosoma cruzi strains. We show that the
distribution of protein molecular weight and the presence of particular proteins provide a
distinctive feature for the analyzed strains.

Key words
mass spectrometry; characterization; 7. cruzi strain; protein extraction; proteomic profile

1. Introduction

Methods to characterize Trypanosoma cruzi strains have relied on PCR amplification of a
specific DMA fragment, and to allocate a strain into one of the six discrete typing units
(DTU) a combination of markers should be used (fingales et al., 2009). In complement to
nucleic acid markers, other works have reported on the protein composition of the T. cruzi
developmental stages as well as on strains proteomic diversity (Magalhdes et al_, 2008;
Cordero et al., 200%; Kikuchi et al., 2010; Telleria et al., 2010). These methods however
deal with the different protein profile for developmental stages in one particular strain, and
the methoedology used was a rather cumbersome. In search of non-DNA based methods to
support phenotypic analysis, we describe here an electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS) procedure to characterize T. cruz strains. The method for protein
extraction, which is based on E. coli 512 extract (Kim et al., 2006), was developed for
Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LCMS) by Galdino et al., 2013 (unpublished
results).
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2. Materials and Methods

2.1.T. cruzi culfivation

The strains CL Brener, ¥, Dm28c and INPA4167 were cultivated in Brain Heart Infusion
medium supplemented with 10% fetal hovine serum at 28 “C. At cell density of 10E8
cells/mL they were harvested by centrifugation at 800 RCF for 10 minutes at 4 °C, washed
with PBS, and resuspended in 200 pL of hypotonic buffer Hepes-KOH 20 mM pH 7.6, DTT
2 mM.

2 2. Lysis and enzymatic digestion of the profein extract

Cells were incubated on ice for 30 minutes, followed by a water bath sonication for 30
minutes. The lysate was centrifuged at 12,000 RCF for 10 minutes at 4 °*C and the
supematant was transferred to a fresh tube. The total protein was quantified using the
Bradford Protein Assay kit (Bio-Rad) and next the hypotonic buffer was exchanged to 100
mM NH4HCO3 pH 8.0 using a 3 kDa cutoff Amicon Ultra centrifugal filter (Millipore). The
sample was washed out 4 times with 400 pL of 100 mM NH4HCO3 pH 8.0 and the
retained solution was diluted with the same buffer to a final concentration of 1 pogful. An
aliquot of 100 pL of each sample was mixed with 100 pL of 0.2% (wiv) of RapiGestTM SF
{(Waters, USA) in 100 mM NH4HCO3 pH 8.0 to a final concentration of 0.1% (wiv). All
solutions were incubated for 15 minutes at 80 *C under agitation (900 rpm). Dithiothreitol
was added to a final concentration of 5 mM and incubated for 30 minutes at 60 °C under
agitation (200 rpm). After cooling to 25 °C, 6 yL of 500 mM iodoacetamide was added to
the protein mixture, followed by incubation in the dark for 30 minutes at 25 *C. For the
trypsin digestion, a stock trypsin solution (Promega) was prepared in 100 mM NH4HCO3
pH 8.0 (400 ng/pL) and the enzyme was added in a 1:50 ratio. The reaction was camed
out overnight at 37 “C under agitation (900 rpm). Mext, 5 L of 20% trifluoroacetic acid
(wiv) were added and the solution was incubated for 90 minutes at 37 *C and centrifuged
at 14,000 rpm for 30 minutes at 6 *C. Supematants were transferred to a fresh fube and
dried in a vacuum centrifuge and resuspended in 100 plL 5 mM ammonium formate, 5%
acetonitrile to a final peptide concentration of 1 pgful.

2.3 Liguid Chromatography Mass specfrometry and dafa analysis

The peptides were analyzed using a SYNAPT™ G1 HDMS™ System (Waters, UK) in
label-free LCMSE mode and the obtained mass spectra were searched against the T. cruzi
CL Brener proteome database from UniProtkB (release 2013_06). Graphics were created
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with sirip chart function and ggplot2 package from R software (hitp-/fwww.r-project.org/f).

3. Results and discussion

While mass spectrometry pattermn has long been used to characterize bacteria (Holland et
al., 1996) it has not been extensively ufilized in trypanosomatids characterization. This
might be due to both the complexity of eukaryotic protein expression and the difficulty to
generate tractable output for applications like strain characterization. The strains analyzed
here exhibit different growth rate, reaching the desired cell density (10E8 cells/mL) in 4 to
9 days. Under the conditions used by our laboratory the relative doubling time is as
follows: INPA4167T = Dm28c =Y = CL Brener. The last three strains differ in infectivity of
bloodstream stage, growth in axenic medium and ability to reproduce in invertebrate hosts
{Bertelli & Brener, 1980; Mello et al., 1996). The strain INPA4167 was isolated from
sylvatic friatomine in the Amazon region and was genotyped as T. cruzi IV (formerly £3,
Femandes et al., 2001). We exploited these features to determine whether the protein
expression observed by LcMSE would be typical for 7. cruzi strains. The sirip chart of
figure 1 shows that each strain displays a characteristic distribution of molecular weight
and number of identified proteins. This can be read as a difference in both the number of
expressed proteins and their composition. Another useful feature of the method is the
identification of proteins that are detected only in one strain, i e., proteins exclusively
detected in each strain (figure 2). The observed differences in protein compaosition is
influenced by the reference genome used for identification of the obtained specira, in this
case the CL Brener genome. As these sirains present polymorphisms in their genomes, it
is expected that the expressed proteins will display the corresponding amino-acids
alterations (if any), which results in differential detection by the method described here.
Taking into account that all steps for the cell disruption was standardized and the amount
of cells used to produce the extract from each strain was the same and were collected at
the logarithmic phase, we can altermatively attribute the differential detection of proteins
listed in the table to peculiar pattems of expression. This varying degree of gene
expression has already been noted among 7. cruzi strains (Fampa et al_, 2008; Kikuchi et
al., 2010). Assuming that CL Brener clone is the closest to what a reference strain should
be for T. cruzi (it was chosen for genome sequencing and was extensively characterized)
(El-Sayed et al_, 2005), the analysis we presented here is a manageable altemative for the
characterization of T. cruz strains. Additionally, the differential detection by LCMS provides
a tool to ascribe to strains a set of exclusively detected proteins. The main goal here was
to survey the overall protein composition from T. cruzi and it should not be viewed as a tool
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to exhaustively describe the whole set of proteins from each strain. In other words, we set
up an experimental protocol to extract a group of proteins, get their peptide composition
and match them to the annotated set of genes in the public T cruzi genome sequence. We
think this methodology might be useful to reference laboratories working with the typing of
T. cruzi strains as well as the researchers interested in cerify they are using the commect
strain in their experiments.
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Figure Legend

Figure 1

Distribution of the identified protein molecular weight in T cruzi strains. The number of
proteins below 100 kDa was even among all four strains. However the protein molecular
mass range for Dm28c presented a different distribution profile compared to CL Brener,
INPA4167 and ¥ strains.

Figure 2

Proteins exclusively detected in each strain after similarity search to 7. cruzi CL Brener
annotated genome. Proteins are sorted acconding to molecular weight and distribution is
visualized as violin plot. UniProt accession numbers are indicated in brackets.
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Figure1
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Figure2
Click here to download high resolution image
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11. Apéndice

9.1 — Solucgdes:

| - PBS 1 X (Phosphate Buffered Saline) - Sigma Aldrich®

8,0 g de NaCl (137 mM)

0,2 g de KCL (2.7 mM)

1,44 g de Na2HPO4 (10 mM)

0,24 g de KH2PO4 (1,8 mM)

Dissolver em 800 mL de agua destilada. Ajustar o pH para 7,4 com HCL. Completar

com agua até 1L.

Il - Solucéo de Lise Hipotonica (Lise Celular):

Esse protocolo foi desenvolvido de acordo com Murew et AL, 2009. O HEPES-

KOH utilizado deveré estar na concentracdo de 20 mM.

Ci1.V1=CaV2
100 mMM.V1 =20 mM . 20 mL
V1 =4 mL de HEPES-KOH de 100 mM + 40 pL de DTT 2 mM

- Adicionar parte do volume de agua
- Conferir o pH

- Completar com o restante de agua até 20 mL

lll- Meio LB (Luria-Bertani) - HIMEDIA®:

lll.a — Meio LB Liquido

v' Caseina enzimatica hidrolisada (10 g/L)
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v Extrato de levedura (5 g/L)
v Cloridrato de sodio (10 g/L)
lll.b — Meio LB Sdélido
v' Caseina enzimatica hidrolisada (10 g/L)
v Extrato de levedura (5 g/L)
v Cloridrato de sodio (10 g/L)
v Agar (20 g/L) - HIMEDIA®

IV — Meio BHI (Brain Heart Infusion) — Warren modificado

v' 37 g de BHI
v Agua para completar 1 L

v" Autoclavar

V — Tampéao Tris — EDTA (TE) — Sigma Aldrich®

v' 10 mM de Tris (pH 8,0)
v 1 mMde EDTA

VI — Tampdo TBE 10X (Tris — Borato / EDTA) - Sigma Aldrich®

v' Tris base (89 mM) — 108 g

v" Acido Boérico (89 mM) — 55 g

v  EDTA(2mM)-93g

v Agua destilada até completar o volume para 1L.

VIl — Meio Terrific Broth (Sigma Aldrich®)

v’ 12 g de Extrato de Levedura
v' 6 g de Triptona
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v' 2 mL de glicerol (antes de manipula-lo, deixa-lo por 1h a 37°C)

v' (.s.p. 450 mL de agua. Autoclavar.

v Em seguida, adicionar (dentro da cabine de seguranca bioldégica) 50 mL de
solucéo filtrada de: 0,17 M de KH2PO4 e 0,72 M de K2HPO4

VIl = Bis — Acrilamida 40% (Bio-Rad®)

v' 380 g de acrilamida

v' 200 g de Bis-metil

v' Adicionar 600 mL de agua destilada e incubar a 37°C até que fique
completamente homogeneizado. Medir o pH (o pH devera ser igual a 7.0) . Apos

a medicdo do pH, avolumar para 1L. Em seguida, filtrar a solu¢éo (0,45 uM).

IX - SolucBes para midprep (Sigma Aldrich®):

Xl a — Solucao de Lise Alcalina | (GTE)
v Glicose (50 mM)
v' Tris-HCL (25 mM; pH 8,0)
v EDTA (10 mM; pH 8,0)

IX b — Solucédo de Lise Alcalina Il (SDS — NaOH)
Deve ser preparado do no momento do uso.
v' 0,2 N de hidroxido de sédio (NaOH)
v 1% de SDS

Xl ¢ — Solucéo de Lise Alcalina Ill (Acido Acético Glacial 3M)
v' 60 mL de acetato de potassio 5M
v' 11,5 mL de acido acético glacial
v’ 28,5 mL de agua
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9.2 — Protocolos:

| - Preparo de Células Eletrocompetentes (One Shot TOP 10 Electrocompetent E.
coli)

1 — Dois tubos de células eletrocompetentes da Invitrogen® descongeladas a 4°C séo
transferidas para outros dois frascos contendo 100 mL e 5 mL de meio LB.
Crescimento das células a 37°C por 18h.

2 — Reserva-se 10 pL da garrafa menor, contendo 5 mL, e adiciona-se a uma placa de
Petri sem ampicilina afim de realizar um estoque (que devera ser armazenado a 4°C e
estara viavel por até 3 meses).

3 — Retira-sel mL da garrafa contendo maior volume e o transfere para outra garrafa
de cultura contendo 499 mL de meio LB. Segue-se incubando a 37°C até atingir uma
OD de 0,5 (cerca de 3h).

4 — Ap06s atingir OD de 0,5, todo o volume de 500 mL seréa centrifugado a 4°C, a 4.000
RCF, por 10 minutos.

5 — Apo6s o descarte do sobrenadante, o sedimento produzido pela centrifugacao
devera ser submetido a trés processos de lavagens:

5.1 - Solucédo gelada de agua e 10% de glicerol para um volume final de 100 mL;

5.2 — Solucgéo gelada de agua e 10% de glicerol para um volume final de 25 mL;

5.3 — Solucgéo gelada de agua e 10% de glicerol para um volume final de 10 mL.

6 — O sedimento deverd ser ressuspendido em 2 mL da solucdo, igualmente gelada,
gelada final formada por 4gua e 10% de glicerol.

7 — Aliquotas de 50 pL serdo estocadas a - 80°C.

Il — Extracdo de Plasmideo (midprep — preparo in house):

1 - Selecao das colbnias;
2 Crescimento das colonias selecionadas entre 10 a 15 mL de meio LB ou Terrific
Broth (ambos contendo 100 pg / mL de ampicilina) - 37°C por 18h sob 200 rpm

de agitacéo;
117



Centrifugagao em 4.000 rpm, a 4°C por 10 minutos;

Descarte do sobrenadante. Acréscimo de 200 pL da solucdo de lise alcalina 1
(GTE); homogeneizar com o uso do vértex; transferir o sobrenadante para um
microtubo de 2,0 mL;

Acrescentar 400 pL da solucéo de lise alcalina 2 (SDS — NaOH). Verter o tubo
por 8 vezes (manter os microtubos a 4°C durante a manipulacédo).

Adicionar 300 pL da solucdo de lise alcalina 3 (Acido Acético Glacial 3M) de
midprep. Incubar a 4°C por 5 minutos.

Centrifugar a 14.000 rpm, a 4°C por 5 minutos.

Transferéncia do sobrenadante para outro microtubo limpo de 1,5 mL. Adicionar
2 pL de RNase A e incubar a 37°C por 20 minutos.

Adicionar o mesmo volume de cloroférmio, verter o tubo (8 vezes) e incubar a
4°C por 15 minutos. Centrifugar a 14.000 rpm, a 4°C por 5 minutos.

Transferéncia do sobrenadante para microtubo limpo.

10 Adicéo de fenol cloroférmio &lcool isoamilico - mesmo volume do sobrenadante

transferido. Verter o tubo 8 vezes. Incubar a 4°C por 15 minutos. Centrifugar a
14.000 rpm, a 4°C por 5 minutos.

11 Lavar o pellet com 600 uL de &lcool 70% (frio). Centrifugar a 14.000 rpm a 4°C,

por 5 minutos.

12 Ressuspender em 30 - 40 uL de agua ultra-pura.

[l — Procedimento Para Digestdo por Tripsina e Preparo das Amostras para LC-

1 — Quantificacdo da amostra. Identificacdo da concentracéo e da massa do material a

ser tripsinizado.

2 - Preparo dos microtubos a serem utilizados no procedimento realizando lavagens
com 1000 pL com acetonitrila (CHsCN) — HPLC (Sigma Aldrich®) por 3 vezes.

3 — Troca de tampdao: Adicionar a amostra 450 pL de bicarbonato de amodnio

(NH4HCOO:s3). Centrifugar a 6°C, 14.000 g, por 15 minutos. Repetir a operacao por mais

duas vezes acrescentando 300 pL de NH4HCOOs a cada centrifugacéo.
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4 — ApOs a terceira lavagem, o filtro com o material retido devera ser posto de cabeca
para baixo dentro de um amicon e centrifugado a 1.000 g por dois minutos. Em
seguida, o retido devera ser transferido para um microtubo previamente preparado.

5 — Adicdo de RapiGest: Diluicdo de RapiGest™ (Waters®) em 500 pL de NH4HCOOs,
obtendo uma concentracao inicial de 0,2%. Acréscimo de 0,1 % (100 pL) de RapiGest.
Incubagéo a 80°C, por 15 minuotos, sob 900 rpm de agitagéo.

6 — Adicdo de DTT (Ditiotreitol) (Gibco BRL/Life Technologies ®): DTT a concentracdo
final de 5 mM. Incubar por 30 minutos, a 60°C, sob 900 rpm de agitacao.

7 — Acréscimo de lodoacetamida (IAA) (Sigma-Aldrich®): Acrescentar 15 Mm de IAA e
deixar incubando por 30 minutos no escuro.

8 — A Tripsina (Promega®) devera ser dissolvida em NHsHCOO3 0,1M (1:50). Em
seguida, a quantidade de tripsina a ser adicionada estara de acordo com a massa da
amostra obedecendo a relagdo (1:50). Incubacdo a 37°C, por 18h, sob 900 rpm de
agitacao.

9 — Apo6s o periodo de incubacéo, o &cido trifluoro acético (TFA) (Pierce®) 0,5% devera
ser adicionado a amostra. O pH devera estar abaixo de 3. Incubacédo a 37°C, por 90
minutos e 1000 rpm de agitagéo.

10 — Centrifugar a 6°C, a 10.000 g, por 30 minutos.

11 — Transferéncia para um novo microtubo previamente lavado com acetonitrila.

12 — Secar o material em centrifuga a vacuo (modo Vaq — AQ) entre 1 — 2h.
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