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RESUMO

A exportacdo nucleo-citoplasmatica de mRNA é uma via essencial para a regulacéo
da expressao génica em células eucarioticas, mas ainda € pouco compreendida em
parasitas protozodarios. Ortélogos de apenas poucas proteinas envolvidas na
exportacdo de mRNA em eucariotos superiores sdo detectaveis por analises in
silico. Descrevemos anteriormente duas RNAs helicases conservadas, componentes
da via de exportacdo de mRNA em T. cruzi: TcSub2, essencial para a sobrevivéncia
do parasita e para a exportacdo de mRNA, e TcelF4Alll, uma proteina que migra
entre nucleo e citoplasma. Andlises de imunoprecitipitacdo de complexos associada
a espectrometria de massas, usando como isca TcSub2 e TcelF4Alll, identificaram
componentes adicionais a esse sistema, incluindo proteinas exclusivas de
kinetoplastideos, denominadas de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP.
Confirmamos que TcFOP, TcAPI5 e TcHYP séo proteinas nucleares e colocalizam
com TcSub2 enquanto TcNTF2L é uma proteina citoplasmatica que possui padrao
de distribuicdo similar a TcelF4Alll. Estas proteinas também foram utilizadas como
isca para isolamento dos complexos, tanto para confirmacédo de interagcdes como
identificacdo de novos componentes. Os resultados demonstraram significativa
interacdo de proteinas envolvidas no processamento, exportacdo, controle de
qualidade e traducdo do mRNA. Isso indica um alto nivel de conectividade entre
multiplos aspectos da maturacdo e transporte de mRNA em tripanossomatideos e
reforca a presenca de componentes especificos destes organismos. O knockdown
de TcFOP, TcAPI5, TcHYP e TcNTF2L mostra que essas proteinas ndo sao
essenciais, contudo, a deplecdo de TcFOP, TcAPI5 e TcSub2 causa importantes
alteracdes celulares que evidenciam morte celular, como condensacdo da cromatina
na regido perinuclear, desestruturacdo de mitocdndria e células multinucleadas,
além de um acumulo de acidocalcisomas. De modo geral, o core central de
proteinas (super-interatoma) descrito neste trabalho, composto por fatores
conservados e proteinas filogeneticamene divergentes, é altamente interativo desde
o splicing até a exportacdo nuclear criando um mecanismo Unico e coordenado da
maturacdo do mRNA. Sugerimos que esses novos componentes provavelmente
facam parte da adaptacao evolutiva a transcricéo policisitronica/trans-splicing
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ABSTRACT

The nucleocytoplasmic RNA export is an essential pathway for gene expression
regulation in eukaryotic cells, but it is still poorly understood in protozoan parasites.
Orthologs of only few proteins involved in mRNA export in higher eukaryotes are
detectable. We previously described two conserved DEAD-box RNA helicases,
components of the mMRNA export pathway in T. cruzi: TcSub2, an essential protein
for parasite survival and export of mRNA, and elF4Alll, a shuttling protein and
component of mMRNA complexes. Analyses of the interactomes of TcSub2 and
elF4Alll uncovered additional components of this system, including lineage-specific
proteins of trypanosomatids, named as TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L and TcHYP. We
confirmed that TcFOP, TcAPI5 and TcHYP are nuclear proteins and colocalize with
TcSub2. However, TcNTF2L is a cytoplasmic protein that has a similar distribution
pattern to TcelF4Alll. Through immunoprecipitation assays coupled with mass
spectrometry, we showed the presence of proteins involved in the processing, export,
quality control and translation of mRNA. Suggesting a high level of connectivity
between multiple aspects of mMRNA processing and transport in trypanosomatids.
Knockdown of TcFOP, TcAPI5, TcHYP and TcNTF2L shows that those proteins are
not essential, although depletion of TcFOP, TcAPI5 and TcSub2 causes important
ultrastructural changes that evidence cell death, such as chromatin condensation in
the perinuclear region, mitochondria and multinucleate breakdown, and accumulation
of acidocalcysomes. The protein core described in this work, composed of conserved
factors and divergent proteins, is highly interactive from splicing to nuclear export,
creating a unique and coordinated mechanism for mRNA maturation. We suggest
that these new components are likely part of the evolutionary adaptation to
polycysitronic transcription / trans-splicing
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1. INTRODUCAO

1.1. Trypanosoma cruzi E A DOENCA DE CHAGAS

Os kinetoplastideos sé@o protozoarios parasitas de animais e plantas, sendo
responsaveis pela morbidade, mortalidade e danos agricolas em muitas regides do
mundo (CLAYTON, 2016). Este grupo inclui patdégenos humanos de grande
relevancia médica como Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania
spp., agentes etioldgicos da Doenca de Chagas, Doenca africana do sono e
leishmanioses, respectivamente (DA SILVA et al.,, 2017). Juntos, esses parasitas
infectam aproximadamente 20 milhdes de pessoas em todo o mundo (com mais de
dois milhdes de novos casos por ano), levando a aproximadamente 50.000 mortes
por ano (KHARE et al., 2016).

De acordo com as estimativas mais recentes da OMS, o numero de pessoas
infectadas com Trypanosoma cruzi, em todo o mundo, pode chegar a 7 milhdes de
pessoas (WHO, 2021).

O maior numero de pessoas infectadas esta concentrado em quatro paises:
Argentina (1.505.235), Brasil (1.156.821), México (876.458) e Bolivia (607.186)
(ANTINORI et al., 2017), sendo assim, uma doenca endémica da América Central e
do Sul. Entretanto, nas ultimas décadas, o padrao epidemioldgico da doengca mudou
de rural para predominantemente urbana, principalmente devido a mobilidade
populacional, urbanizacéo, emigracao e outros modos de transmissao. Estes fatores
fizeram com que a Doenca de Chagas se espalhasse além de seus limites
geograficos naturais, tornando-se uma questdo de saude global (WHO, 2021;
REQUENA-MENDEZ et al., 2015; SCHMUNIS; YADON, 2010). Devido ao alto
namero de pessoas que permanecem sem diagnostico ou tratamento, combinado
com as areas com transmissao ativa remanescente, cerca de 75 milhdes de pessoas
estdo em risco de infecgéo (WHO, 2021).

Estima-se um gasto anual de $627.46 milh6es de ddlares com saude em
decorréncia da Doenca de Chagas. (LEE et al., 2013).

T. cruzi € um microrganismo heteroxénico com ciclo biolégico alternado entre
hospedeiros invertebrado e vertebrados. De modo geral seu ciclo de vida é
caracterizado morfoldgica e bioquimicamente por quatro formas distinguiveis:
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epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos presentes no inseto vetor, amastigotas

e tripomastigotas sanguineos presentes no hospedeiro mamifero (FIGURA 1).

Trypanosoma cruzi
Triatomineos Mamiferos QDPDX
Insetos triatomi se ali tam de sangue
Tripomastigotas metaciclicos entram em contato
com o hospedeiro através do local da
_\K N
picada ou mucosas

© Tripomastigotas metaciclicos
invadem as células do hospedeiro onde
se difereciam em amastigotas intracelulares

E—

Tripomastigotas e Amastigotas se multiplicam
podem infectar por fisséo binaria
outras células /

o Amastigotas intracelulares se
transformam em tripomastigotas
#5 querompem as células do hospedeiro

e entram na corrente sanguinea
i g

Muitas espécies de mamiferos foram
identificados como reservatorios de T. cruzi

Multiplicagdo no
o intestino médio

. e Hematofagia e
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AWM 6 nfecs.
’,”/54//2 5 Diagnéstico

FIGURA 1. CICLO EVOLUTIVO DO Trypanosoma cruzi. Modificado de

https://lwww.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html

Existem diferentes formas de transmissdo da doenca, dentre as quais
destaca-se a transmissdo vetorial mediada pelo contato das fezes do inseto
infectado com a mucosa, conjuntivas ou pele do hospedeiro. A transmissao mais
relevante é devido a insetos do género Triatoma (T. infestans, T. dimidiata, T.
brasiliensis), Rhodnius (R. prolixus) e Panstrongylos (P. megistus) (GURTLER E
CARDINAL, 2015; ZINGALES et al., 2012). Outros meios de transmissdo como
ingestao acidental de alimentos e liquidos contaminados com T. cruzi, transplante de
orgaos, transfusdo sanguinea, e transmissdo congénita tem se tornado um grande
problema (BALOUZ, AGUERO E BUSCAGLIA, 2016). A figura 2 mostra as
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diferentes caracteristicas biolégicas que contribuem para a transmissao

estabelecimento da doenca.

Hospedeiro

Transmissdo alimentar

Transmissdo ¥ 2 Patologia

vetorial /\/\

Transmissibilidade / o)

Epimastigota Metaciclico
14;5 é(’ ) §
\\ / ) '\_f

' Amastlgota

Tripomastigota /\ \

Vetor

\__/ Transmiss3do congénita

Infectividade

FIGURA 2. DIAGRAMA ESQUEMATICO DO CICLO DE VIDA DO T. cruzi E CARACTERISTICAS
BIOLOGICAS QUE CONTRIBUEM PARA A TRANSMISSAO DA DOENCA DE CHAGAS. As
diferentes formas de transmissédo incluem transmisséo vetorial, alimentar, congénita e até mesmo por
transfusdo sanguinea e transplantes de orgaos. Muitas espécies de mamiferos foram identificadas

como reservatorios de T. cruzi, do ponto de vista epidemioldgico, esses reservatorios podem

e

desempenhar importantes papéis como fatores determinantes que afetam a dindmica de transmisséo

da doenca em areas endémicas. Adaptado BALOUZ, AGUERO E BUSCAGLIA, 2016
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1.2. EXPRESSAO GENICA EM TRIPANOSSOMATIDEOS

Devido a adaptagdo a diferentes ambientes ao longo do ciclo de vida do
parasita, ocorre uma ampla modulagédo da expressdo génica principalmente a nivel
de mRNA (DILLON et al., 2015; JENSEN et al.,. 2009) e proteinas (URBANIAK et
al., 2012), isso porque o inicio da transcricdo pela RNA polimerase Il ndo possui
controle gene-especifico. Assim, os tripanossomatideos apresentam um controle da
regulacdo da expressao génica majoritariamente pos-transcricional agindo nas
etapas de maturacdo do mRNA, afetando seja a estabilidade, exportacdo ou a
traducdo do mRNA (CLAYTON, 2019; DE GAUDENZI et al., (2011)

Nestes organismos, 0s genes sao organizados de modo a formar cerca de
167 unidades de transcricdo policistronica (FIGURA 3). Esses policistrons sao
transcritos pela RNA polimerase Il a partir de locais de inicio da transcricdo que séo
epigeneticamente marcados por modificacdes de histonas (Revisto por KRAMER,
2021; SIEGEL et al,. 2009). Em contraste com 0 que ocorre em operons
bacterianos, 0s genes presentes no mesmo cistron ndo estdo funcionalmente
relacionados (SMIRCICH et al.,. 2011; KOLEV et al.,. 2010; MARTINEZ-CALVILLO
et al., 2010); WORTHEY et al., 2003).

Diregdo da
transcrigdo > '
Fira+ I EEEE [cene 7] [gene Z][genes] [ O™ O
Fita - il | EEEEE EEE BEE
Unidade de transcri¢do
policistrénica
Trans-splicing e
poliadenilagdo
o e s YV e e
spliced leader polyA tail

FIGURA 3. TRANSCRICAO POLICISTRONICA E PROCESSAMENTO DE mRNAS EM
TRIPANOSSOMATIDEOS. O mRNA maduro contém um mini-éxon (Spliced Leader — SL) na

extremidade 5’ e uma cauda poliadenilada na extremidade 3’. Adaptado SIEGEL et al., 2011).
23



O pré-mRNA é processado em mRNAs monocistronicos por trans-splicing e
poliadenilacédo. O trans-splicing é o processo que adiciona um mini-éxon ou Spliced
Leader (SL), uma sequéncia de 39 nucleotideos que contém um cap hipermetilado
conhecido como “cap4” (ZAMUDIO et al.,. 2009), na extremidade 5 dos mRNAs.

Como o cis-splicing, o trans-splicing ocorre via duas reacdes de
transesterificacdo, mas com a formacao de uma estrutura intermediaria em “Y” ao
invés de em laco (FIGURA 4) (MARTINEZ-CALVILLO et al.,. 2010).

Q Cis-splicing @ Trans-splicing
5SS
. {
—_— SLRNA 5 G‘U |3
i 2'0OH }
Passol | 5 "BX0N] GU A AG exon2 |3’ K 3'ss
f = 20H
5'SS Pre-mRNA 5° [ A AG exon2 |3’
t
PPT
5 [BEGRI}OH 5 [STOH
Passo 2
@ y‘ \~
; A AG exon2 |3’ 5 A AG exon2 |3’
5,3, Mature mRNA S'E-gr%&‘ 3’
3
Estrutura
Passo 3 Estrutura intermediaria em
intermediaria em . v
lago A Ag 51 A AG|3’
{ i
Desramificacdo e degradacédo Desramificacdo e degradacdo

FIGURA 4. MECANISMO DE CIS-SPLICING E TRANS-SPLICING. (A) representa cis-splicing e (B)
0s mecanismos de trans-splicing. Os dois passos de transesterificagdo sdo apresentados. Locais de
splicing 5' (GU) e 3' (AG) e as sequéncias BP s&o indicados. BP: ponto de ramificacdo; PPT:
sequéncia de polipirimidina; SL: Spliced Leader; SS: Local de splicing. Adaptado de MICHAELI, 2011.
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O mRNA pode associar-se a proteinas de ligacdo a RNA (RBPs — RNA
Binding Protein) no nucleo para formar um complexo ribonucleoproteico mensageiro
(mRNP) antes da exportacdo através do complexo de poro nuclear (Revisado por
CLAYTON, 2016).

1.2.1. Transporte de moléculas através do Complexo de Poro Nuclear

Uma caracteristica primaria de células eucaridticas € o sistema de
endomembranas e a presenca de um nucleo, resultando na separacdo do material
genético do restante da célula. (Revisto por Kramer (2021); Clayton (2019);
WICKRAMASINGHE E LASKEY (2015); KABACHINSKI E SCHWARTZ, 2015)

Ao restringir o acesso ao nucleo e separar a transcricdo génica da traducao
de proteinas, as células eucaribticas evoluiram para controlar a expressao génica de
uma maneira altamente regulada. Embora separado pelo envelope nuclear de
membrana dupla, o interior do nucleo ndo esta completamente isolado. Inseridos em
todo o envelope nuclear estdo grandes complexos de proteinas conhecidos como
complexo de poro nuclear (CPN) (KABACHINSKI E SCHAWRTZ, 2015).

Os CPNs tém um peso molecular de aproximadamente 60 MDa em leveduras
e 120 MDa em humanos. Sendo eles, compostos por mdultiplas copias de 30
diferentes proteinas, chamadas de nucleoporinas (Nups) (OBADO et al., 2016;
STRAMBIO-DE-CASTILLIA et al., 2010; ROUT et al., 2000).

Os principais elementos estruturais do CPN incluem: anel de poro interno, que
reside na fusdo das membranas nucleares interna e externa, anéis nucleares e anéis
citoplasmaticos que sao ancorados pelo anel de poro interno; elementos periféricos
como a cesta nuclear e filamentos citoplasmaticos que emanam dos anéis nucleares
e citoplasmaticos, respectivamente (DICKMANNS et al., 2015) (FIGURA 5).
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FIGURA 5. DIAGRAMA ESQUEMATICO DA ARQUITETURA MOLECULAR DO COMPLEXO DE
PORO NUCLEAR. O CPN media o transporte nucleo-citoplasmatico em ambas as direcdes. Sdo
indicadas a difuséo livre de pequenas moléculas e as principais rotas de transporte ativo através do
CPN, como a importacdo nuclear de proteinas, a exportacdo de RNA e ribonucleoproteinas (RNPs), e

a transferéncia bidirecional de moléculas - incluindo RNA, RNPs e proteinas. Adaptado BECK E
HURT, 2017.

As Nups sao divididas em trés classes principais, sendo elas: Proteina de
membrana de poro (Poms) que possuem dominios transmembranicos que servem
para ancorar o CPN no envoltorio nuclear. As nucleoporinas (Nups) centrais sdo 0s
principais componentes estruturais do CPN e interagem com o envoltério nuclear e
Poms e as Nups FG que contém repeticbes em tandem de fenilalanina-glicina (FG)
(ROUT et al.,. 2000; CRONSHAW et al., 2002). As Nups FG emanam para o interior

do canal do CPN, formando uma densa malha hidrofébica que funciona como uma
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barreira de difusdo passiva que limita a troca de macromoléculas entre o ndcleo e o
citoplasma (STANLEY et al., 2017; KATAHIRA, 2015).

Enquanto metabdlitos, ions e moléculas com até 30 kDa podem transitar
livremente através do CPN por difusdo (Revisto por KRAMER, 2021; STANLEY et
al., 2017; FELDHERR E AKIN, 1997; KEMINER E PETERS, 1999), proteinas
maiores e quase todas as moléculas de RNA requerem sistemas de transporte mais
complexos e s6 podem transitar entre nucleo e citoplasma através de receptores
especificos (STANLEY et al., 2017; KATAHIRA et al., 2015), os quais se ligam
transitoriamente aos residuos de fenilalanina-glicina presentes nas Nups FG do
complexo de poro nuclear (revisto em KOHLER E HURT,2007).

A maioria dos receptores de transporte nuclear (NTRs — Nuclear Transport
Receptors) séo pertencentes a familia das carioferinas Kap-B (14 em levedura e
cerca de 20 em metazoarios) que incluem importinas (receptores de importacéo
nuclear), exportinas (receptores de exportacdo nuclear) e Kap-Bs bidirecionais que
podem mediar tanto a importagdo quanto a exportacdo nuclear (MATSUURA,2016).
Os NTRs reconhecem e interagem com os sinais de localizagdo nuclear (NLS —
Nuclear Localisation Sequence) ou sequéncias de exportacdo nuclear (NES —
Nuclear Export Signal) presentes nas cargas a serem transportadas (DINGWALL et
al., 1988; GOLDFARB et al., 1986).

As vias de transporte nuclear mediadas por carioferinas requerem uma Ran
GTPase (altamente conservada — 80% de identidade entre leveduras e humanos)
(FRIED E KUTAY, 2003), que controla as interaces NTR-carga (FUNG E CHOOK,
2014). No nucleo, Ran € mantida principalmente em sua forma ligada a GTP
(RanGTP) pelo fator de troca de nucleotideos de guanina (RCC1) que estéa ligado a
cromatina. Por outro lado, a proteina ativadora de Ran GTPase (RanGAP — GTPase
activating protein) esta localizada no citoplasma, onde Ran esta principalmente na
forma vinculada a GDP (RanGDP). O gradiente RanGDP-RanGTP determina a
direcionalidade do transporte mediado por importinas e exportinas. As importinas
ligam-se as cargas no citoplasma liberando-as no nudcleo apd6s a ligacdo ao
RanGTP. Por outro lado, para a exportagdo, forma-se um complexo trimérico que
inclui RanGTP este complexo é desmontado no citoplasma, onde a Ran GTPase
(RanGEF — Guanine nucleotide Exchange fator) é ativada (LUl E HUANG, 2009)
(FIGURA 6)
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FIGURA 6. TRANSPORTE VIA COMPLEXO DE PORO NUCLEAR MEDIADO POR RECEPTORES
E GRADIENTE DE GTP. Para a importagdo, cargos contendo um NLS se associam a importinas e
sdo liberados dentro do nucleo com a presenca de RanGTP. Para a exportagéo, exportinas interagem
com NES de cargos na presenca de RanGTP e quando GTP é hidrolisado, o cargo € liberado no
citoplasma. Adaptado: COOK et al., 2007

1.2.2. Transporte nucleo-citoplasmatico de mRNA

A maioria dos RNAs, como tRNAs, miRNAs e snRNAs, e rRNA, requer
receptores de transporte do tipo carioferinas para exportacdo nuclear (FIGURA 7).
No entanto, mRNAs sdo coordenados para uma via especifica, essas moléculas sédo
transportadas por receptores de exportacdo heterodiméricos especificos,
denominados de TAP-pl1l5 (também nomeado como Nxf1-NXT1 em metazoarios e
Mex67-Mtr2 em Saccharomyces cerevisiae (revisto em KATAHIRA E YONEDA,
2011). Portanto, a exportacdo de mRNA em eucariotos € um processo dependente
de ATP e independente de Ran, e a dire¢do do transporte é estabelecida por outros
mecanismos. Assim como as carioferinas, os fatores exportadores de mRNA podem
interagir fisicamente com as Nups do CPN, promovendo o transporte de mRNA para
o citoplasma, por superar a barreira de permeabilidade (REED E HURT, 2002).
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FIGURA 7. DIFERENTES VIAS DE EXPORTACAO DE RNAS EM LEVEDURAS. As vias
majoritarias de transporte estéo ilustradas: RNA transportador (tRNA), microRNA (miRNA), pequenos
RNAs nucleares (snRNA), RNA mensageiro (mRNA) e RNA Ribosomal (rRNA). Em cada caso, o
transcrito primério esta ilustrado, bem como a proteina transportadora correspondente apdés
processamento dos respectivos RNAs. Os adaptadores de exportacdo estdo ilustrados em azul e
receptores de exportacdo, em amarelo. No caso de mRNA, os homdlogos em humanos e fungos
estdo indicados, separados por “/”. Em humanos sdo: ALY, TAP e p15. Em fungos: Yral, Mex67 e
Mtr2. CBC, fator de ligagdo ao CAP; Exp, exportina. A via de mRNA estd destacada em vermelho.

Adaptado de KOHLER E HURT, 2007.

A preparacdo dos mRNAs para a exportacdo nucleo-citoplasmatica € um
processo altamente coordenado que comeca co-transcricionalmente e resulta na
adicdo e remocao de proteinas de ligacdo ao RNA, garantindo assim, que apenas
MRNAs maduros e totalmente processados possam ser exportados para o0
citoplasma.

Apoés a sintese pela RNA polimerase Il, moléculas denominadas de pré-
MRNAs sdo geradas. Estas moléculas geralmente sofrem uma série de
modificacdes, como capeamento, splicing e poliadenilagéo, originando as moléculas

de mRNAs maduras que se associam a diversos fatores proteicos (Complexo
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ribonucleoproteico mensageiro — MRNP) antes de serem exportados para o
citoplasma (STEWART, 2010).

Os componentes de um mRNP variam de fatores que participam do
processamento e exportacao nuclear. Alguns destes componentes sao liberados no
ndcleo, enquanto outros acompanham o mMRNP para o citoplasma. Assim, a
estrutura de um mMRNP e a composi¢cdo das proteinas associadas remodelam-se
continuamente (KATAHIRA et al., 2015).

Em eucariotos, como fungos e mamiferos, a via de exportacdo de mRNA é
bem caracterizada, diferente do que acontece com os tripanossomatideos. Dados na
literatura tém mostrado, que nesses organismos, a via de exportacdo de mRNA
possui caracteristicas distintas e provavelmente existam fatores, especificos de
linhagem, ainda n&o identificados.

Corroborando essa premissa Serpeloni e colaboradores (2011a)
demonstraram que a via de exportacdo de mRNA, é a menos conservada dentre as
vias de transporte dos varios tipos de RNA e quando comparada a outros eucariotos,
as proteinas envolvidas com a exportacdo de mRNA sao muito pouco conservadas
em diversas espécies de parasitas (SERPELONI et al., 2011a), entre as excecodes
estdo as proteinas Sub2 (SERPELONI et al., 2011b), elF4Alll (INOUE et al., 2014) e
Mex67 (DOSTALOVA et al., 2013).

Dentre as diferencas observadas entre tripanossomatideos no que diz
respeito ao transporte nucleo-citoplasmatico de mRNA, foi relatado que o ortélogo
do receptor de exportacdo Mex67 em T. brucei (TbMex67) possui diferencas
estruturais, possivelmente determinando suas peculiaridades funcionais (RINK E
WILLIAMS, 2019). Outra caracteristica interessante é que embora a estrutura do
CPN seja conservada em tripanossomatideos, ela possui caracteristicas que
indicam diferencas fundamentais na via de exportacdo de mRNA (Revisto por
KRAMER 2021). Obado e colaboradores (2016) mostraram, por microscopia
eletrbnica, que a disposicdo das nucleoporinas do CPN de tripanossomatideos é
simetricamente distribuida entre as faces nuclear e citoplasmatica, diferente do que
acontece com outros eucariotos, onde a distribuicdo assimétrica € necessaria para a
unidirecionalidade do transporte. Também identificaram a falta de ortélogos para
muitas NUPs com funcdes especificas na exportacdo e controle da exportacdo de
MRNA incluindo toda a remodelacdo dependente de ATP que ocorre na face
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citoplasmatica. Sugerindo assim, que o mecanismo de exportacdo de mRNA em
tripanossomatideos provavelmente € diferente dos opistocontes. Eles propuseram
que, diferente de outros organismos, a exportacdo de mRNA em tripanossomatideos
é dependente de Ran.

Goos e colaboradores (2019) demonstraram que tripanossomatideos podem
iniciar a exportacdo de mMRNA co-transcricionalmente e que o inicio da exportacao
nao depende da conclusao do trans-splicing, indicando que o controle da exportacao
de mRNA néo é tao rigido nestes organismos (Revisto por KRAMER, 2021).

A exportacao co-transcricional ndo ocorre para todos os mRNAS, apenas para
cerca da metade dos transcritos longos, os quais tem maior probabilidade de atingir
o CPN enquanto a transcricdo ainda esta ativa (Revisto por KRAMER, 2021; GOOS
et al., 2019). No entanto, os dados obtidos ndo excluem um ponto de controle na
exportacdo para mRNAs néo processados adequadamente (Revisto por KRAMER,
2021).

Com o intuito de investigar um possivel mecanismo de controle de qualidade,
Goos e colaboradores (2019) inibiram o trans-splicing com o uso de sinefungina
(droga que inibe a metilacdo do Cap), para aumentar massivamente o numero de
MRNASs ndo processados, interessantemente observou-se a formacao de estruturas
granulares na parte externa do CPN, denominadas de NPGs (Nuclear Pore
Granules) (FIGURA 8), nessas estruturas estdo presentes inimeras proteinas
citoplasmaticas de ligacdo ao RNA, como por exemplo DHH1, SCD6 e PABP2,
engquanto proteinas envolvidas nas etapas anteriores de processamento do mRNA
estdo ausentes. Sugerindo que estas estruturas atuam como um compartimento de
controle de qualidade do mRNA citoplasmatico (GOOS et al., 2019).
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FIGURA 8. MODELO ESQUEMATICO EXPORTACAO DE mRNA CO-TRANSCRICIONAL EM
TRIPANOSSOMATIDEOS. No modelo esquematico estdo representadas células ndo tratadas
(esquerda) e células tratadas com sinefungina para inibicdo do trans-splicing (direita). Em ambas as
condic¢des, os transcritos deixam o nucleo enquanto ainda estdo em transcricdo. Quando o trans-
splicing é inibido, o progresso da exportacdo é retardado ou evitado por um mecanismo ainda
desconhecido (&ncora), resultando na formacao de granulos na face citoplasmética do complexo de
poro nuclear. Esses granulos contém transcritos ndo processados presos na exportacdo, bem como
proteinas de ligacdo de RNA citoplasmético. Adaptado de KRAMER, 2021.

1221. Complexo TREX

Um participante chave na biogénese e na maturacdo do mRNP € o complexo
Transcricdo/Exportacdo (TREX). TREX € conservado em uma ampla gama de
organismos, incluindo Saccharomyces cerevisiae, Drosophila, Arabidopsis, Xenopus
e humanos (STRASSER et al., 2002, REHWINKEL et al., 2004; YELINA, 2010; EL
BOUNKARI et al., 2009; MASUDA et al., 2005) o que indica a sua importancia
fisiologica.

TREX consiste em um nucleo formado pelo subcomplexo THO (composto de
Tho2, Hprl, Mftl, Thp2 e Texl), a RNA helicase Sub2 (UAP56/DDX39B),
adaptadores e coadaptares de ligacdo ao RNA (Revisto por KRAMER, 2021; HEATH
et al., 2016). Juntas estas proteinas recrutam o receptor de exportacdo e estimulam
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a atividade de ligacdo ao RNA promovendo a exportacdo do mRNA (VIPHAKONE et
al., 2015, 2012; CHANG et al., 2013) CHANG et al., 2013; HAUTBERGUE et al.,
2008;).

Os componentes de TREX estdo funcionalmente ligados a cada passo de
processamento de mRNA, e isto é refletido pela sua associacdo fisica com
complexos de proteinas tais como o complexo de ligagdo ao Cap 5' (CBC), o
complexo de Juncédo Exon (EJC) e os fatores de processamento na extremidade 3'.
Portanto, TREX provavelmente atua como uma interface para esses Varios
processos ajudando a manter a alta fidelidade da expressdo génica (HEATH,
VIPHAKONE & WILSON, 2016), uma vez que desempenha um importante papel na
expressdo de genes, integrando a informagéo a partir de eventos de transcricdo e
processamento do mRNA no nucleo para assegurar a exportagdo oportuna para o
citoplasma (CHANG et al., 2013).

Em leveduras, TREX é recrutado co-transcricionalmente para o mRNP
enguanto em metazoarios associa-se com a maquinaria de splicing (STRASSER E
HURT, 2000; MASSUDA et al., 2005). Em metazoéarios, TREX se associa ao
complexo THO e a proteinas ALY e UAP56 (Yral e Sub2 em levedura) que séo
responsaveis pelo recrutamento dos receptores de exportacdo de exportacdo Nxfl
ou TAP (Mex67 em levedura) (JIMENO et al., 2002, ABRUZZI et al., 2004, MASUDA
et al., 2005). (FIGURA 9)

33



Fungos Pol Metazoarios Polll
Transcricdo ‘ I [ iy : Transcricdo I iy :
MFGHHTMIVR N7\ 7NN/
TREX m Vv
s s Cap E.| E-I.E 1. E
Splicing O—==

)

D
Cap

Recrutamento
e exportagdo @ Recrutamento

AL
e exportagdo
@ars®)

AAAA

r Nucleo

Citoplasma

Translocagéo e
terminagdo

Mtr2
Inicio da Inicio da

tradugdo @ tradugdo
AAAA

FIGURA 9. DIAGRAMA ESQUEMATICO DAS VIAS DE EXPORTACAO DE mRNA EM FUNGOS E
METAZOARIOS. Adaptado de KOHLER E HURT, 2007

A RNA helicase Sub2 (UAP56 / DDX39B) desempenha varios papéis no
complexo TREX e tem funcgdes conservadas na exportacdo de mRNA. Ela se liga
progressivamente ao mMRNA recém-transcrito, promovendo a montagem do
spliceossomo junto com U2AF65 e é essencial no processo de splicing do pré-
MRNA (Revisto por CLAYTON, 2019). A montagem de TREX requer ATP, e das
proteinas presentes no complexo de transcricdo/exportagcdo, quatro sdo conhecidas
por interagir com o receptor de exportacdo Nxfl/Mex67, sendo elas: Aly, Thoc5,
Hprl e FOP (VIPHAKONE et al., 2012).

Tripanossomatideos possuem um ortdlogo para a proteina Sub2 do complexo

TREX (Tabela 1). Esta RNA helicase tem localizagéo nuclear em Trypanosoma cruzi
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e Trypanosoma brucei, e o knockdown de TbSub2 causa morte celular 48 horas
apos a inducao por tetraciclina do sistema de RNA de interferéncia e acumulo de
MRNA no nucleo celular, indicios de uma fungéo essencial na exportacdo de mRNA
(Serpeloni et al., 2011b). No entanto, é improvavel que estes organismos possuam
um complexo TREX convencional, uma vez que os ortélogos para todas as outras
subunidades TREX (Yral, Tho2, Hprl, Mftl, Thp2 e Tex1l) estdo ausentes (Revisto
por KRAMER, 2021)

TABELA 1. CORE PROTEICO DO COMPLEXO TREX

Sub complexo Levedura Humano T. brucei

Sub2 UAP56/DDX39B Sub2
(Th927.10.540)

Yral ALYREF/THOC4 -

THO Hprl THOC1 -

THO Tho2 THOC2 -

THO Texl THOC3 -

THO Mftl - -

THO Thp2 - -

Apenas os componentes do complexo TREX de S. cerevisiae estdo listados com o0s respectivos
homélogos humanos; as subunidades TREX exclusivas para humanos ndo etsdo listadas. E os
componentes especificos do complexo TREX de leveduras, Gbp2 e Hrbl, ndo estdo incluidas nesta
tabela. Adaptado KRAMER, 2021

1.2.2.2.  Complexo de Juncio Exon (EJC)

O complexo EJC é composto por trés fatores invariaveis (elF4Alll, Y14 e
Magoh) e diversas proteinas de interacdo que variam dependendo do contexto
celular e da etapa da expressao génica (SCHLAUTMANN E GEHRING, 2020).

O EJC funciona como um acoplador molecular entre splicing, exportacao,
localizagéo citoplasmatica e traducdo do mRNA (FIGURA 10), garantindo também a
alta fidelidade da expressdo génica, auxiliando na identificacdo e eliminacdo rapida
de mRNAs mal processados pela via de degradacdo nonsense-mediated decay
(NMD).
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O complexo EJC se liga ao mRNA em locais especificos, independente da
sequéncia, aproximadamente 20-24 nucleotideos a montante da juncdo éxon-éxon
durante o splicing do pré-mRNA (revisto por WOODWARD et al., 2017).

O complexo também desempenha um importante papel no recrutamento do
complexo TREX interagindo diretamente com iniUmeros componentes, incluindo a
RNA helicase Sub2 (UAP56) componente do complexo TREX (revisto por KRAMER,
2021)
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FIGURA 10. COMPLEXO DE JUNCAO EXON. As subunidades do EJC s&o recrutadas co-
transcricionalmente para o spliceossomo ativado. Muitos fatores sdo depositados de maneira
dependente do splicing (indicado pelo circulo cinza ao redor do EJC). Alguns destes fatores séo
removidos antes da exportacédo, enquanto outros permanecem ligados ao mRNA acoplando o splicing
do pré-mRNA a processos poés-transcricionais como exportacao, localizacado, traducdo e degradacao
do mRNA. Adaptado WOODWARD et al., 2017.
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Tripanossomatideos possuem oOrtologos putativos para os trés principais
componentes do complexo EJC (elf4Alll, Magoh e Y14) (BANNERMAN et al., 2018).
Os dados disponiveis até o momento fornecem evidéncias da presen¢a de um EJC
em tripanossomatideos, mas sua composicdo e funcdo permanecem obscuras
(KRAMER, 2021).

Atualmente ndo se sabe o local exato no qual o EJC de tripanossomatideos &
depositado no pré-mRNA. Entretanto, se for depositado no SL na extremidade 5’-
UTR de cada mRNA apods o trans-splicing, seria um excelente marcador para
MRNAs recém-processados (CLAYTON, 2019), uma vez que a exportacdo de
MRNA em tripanossomatideos pode comecar logo apds a sintese da extremidade 3’
do pré-mRNA (GOOS et al., 2018).

A analise filogenética, realizada pelo nosso grupo, mostrou que a proteina,
com numero de identificacdo TcCLB.506587.40, é ortéloga de elF4AIlll em
metazoarios e Fall em S. cerevisiae (INOUE et al., submetido). elF4AIlll € um
componente central do EJC com multiplas funcées no metabolismo do mRNA
(SERPELONI et al., 2011a) e Fall estad envolvida na biogénese da subunidade
ribossémica 40S (KATOKA et al., 2000).

1.2.23. Complexo TREX-2

TREX-2 é um complexo multiproteico composto pelos fatores Sac3, Thpl,
Cdc31, Seml e duas coépias de Susl (STEWART, 2019). E encontrado
principalmente na face nuclear do CPN onde interage, via Sac3, com o receptor de
exportacdo Mex67-Mtr2 (Nxf1-NXT1). Assim como o complexo TREX, TREX-2
possui multiplos papéis no metabolismo do mRNA nuclear, atuando desde a
regulacdo da transcricdo até a exportagdo de mRNA. (Revisto por KRAMER, 2021).
Este complexo facilita a transferéncia dos mRNPs do interior do ndcleo para o
complexo de poro nuclear (FIGURA 11). Em leveduras, TREX-2, regula diversos
processos associados a cromatina (SCHUBERT E KOHLER, 2016; VALKOV et al.,
2014)
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FIGURA 11. REPRESENTA(;AO ESQUEMATICA DE COMO O COMPLEXO TREX-2 INTEGRA A
FORMA(;AO DE UM mRNP COMPETENTE PARA EXPORTA(;AO PELO CPN. A regido proximal
de Sac3 a qual Susl e Cdc31 estdo ligados se liga a componentes da cesta nuclear, como Nupl,
enquanto a regido distal que contém os dominios de Sac3 e Thpl se liga ao mRNA, ao qual Yral-
Sub2 também esta ligado. O fator de exportac@o nuclear Mex67 — Mtr2 se liga as repeticdes FG na
regido distal de Sac3, provavelmente por meio de seus dominios NTF2 e UBA 0s quais interagem
com as repeticdes FG das nucleoporinas. Esta interacdo traz os dominios LRR e RRM de Mex67
perto do mRNA, facilitando a remodelagdo mediada por Sub2 gerando um mRNP competente para
exportacdo. Adaptado ELLISDON et al., 2012.

1.2.24. Mex67-Mtr2: Principal receptor de exportacdo de mRNA

O heterodimero Mex67-Mtr2 (também conhecido como Nxf1-NXT1 ou TAP-
pl5 em metazoarios) é o principal complexo de exportacdo de mRNA, conservado
na maioria dos eucariotos (Segref et al., 1997; Katahira et al., 1999).

Mex67 possui uma estrutura modular (FIGURA 12) que inclui um motivo rico
em arginina (RBD — RNA Binding Motif), presente na extremidade N-terminal,
responsavel por reconhecer e se ligar ao RNA, este motivo tem um papel essencial
no transporte nucleo-citoplasmatico de mRNA, e se torna acessivel para a ligacao
ao RNA por uma mudancga conformacional induzida pela ligagdo ao complexo TREX
(revisto por KRAMER, 2021; VIPHAKONE et al., 2012;) (FIGURA 13). Também

possui um motivo de reconhecimento de RNA (RRM — RNA Recognition Motif), e
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uma regido rica em leucina (LRR — Leucine Rich Repeat Domain), ambos estao
envolvidos na exportacdo de RNA, principalmente por ligacdo a proteinas da familia
SR (proteinas ricas em arginina-serina). Também possui um dominio semelhante ao
fator de transporte nuclear 2 (NTF2L — Nuclear Transport Factor 2 Like) e um
dominio C-terminal associado a ubiquitina (UBA — Ubiquitin Associated Domain).

Dois aspectos sdo fundamentais para o receptor de exportacdo: o
reconhecimento da carga e a capacidade de reconhecer as sequéncias em tandem
de fenilalanina-glicina presentes nas Nups-FG do complexo de poro nuclear. Os
dominios RBD, RRM, LRR sao capazes de se ligar ao RNA, enquanto os dominios
NTF2L e UBA sao capazes de reconhecer e interagir com as Nups-FG (Revisto por
XIE E REN, 2019). A proteina parceira, NXT1 ou pl5 (Mtr2), também exibe um
dominio semelhante a NTF2 o qual se liga ao dominio NTF2L presente em Nxfl
(Mex67) (Revisto por XIE E REN, 2019 KRAMER, 2020)

1 118 119 198 204 356 372 550551 619aa

FIGURA 12. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO RECEPTOR DE EXPORTACAO Nxf1.
(também conhecido como TAP ou Mex67 em leveduras). Retirado de VIPHAKONE et al., 2012.

Nxfl (TAP ou Mex67) se liga ao RNA através do dominio RBD. Uma vez
montado no complexo ribonucleoproteico mensageiro (MRNP), TREX tem a
capacidade de liberar o dominio de ligacdo ao RNA de Nxfl (TAP ou Mex67)
permitindo a associagdo do receptor com o mMRNA (FIGURA 13), que
subsequentemente conduz o seu transporte pelo complexo do poro nuclear. Assim,
TREX age sinalizado a célula quando o mRNA foi processado e esta adequado para
a exportacao (VIPHAKONE et al., 2012).

39



' NTF2-like

Remodeling by
TREX

Closed Open
Nxf1:p15 Nxfl:p15

FIGURA 13. MODELO ESQUEMATICO DA MUDANCA CONFORMACIONAL DE NXF1/MEX67,
INDUZIDA POR TREX PARA A EXPORTACAO DE mRNA. Interacdo com pl5 promove um
dobramento de NXF1 fazendo com que seu dominio RBD se ligue ao dominio NTF2-like. Durante a
exportacdo de mRNA, TREX é montado e permite que as duas subunidades Alyref e Thoc5
remodelem NXF1/Mex67 para expor seu dominio de ligagcdo ao RNA, permitindo a interacdo direta
entre NXF1/Mex67 e mRNA durante a exportacdo. Por raz6es de clareza nem todas as subunidades
de TREX estéo ilustrados na figura (Adaptado de VIPHAKONE et al., 2012).

Mex67 e Mtr2 de Trypanosoma brucei (TbMex67 e TbMtr2, respectivamente),
também desempenham um importante papel na exportacio de mMRNA
(DOSTALOVA et al., 2013). TbMex67 se associa a diversas proteinas de complexo
de poro nuclear (OBADO et al., 2016). Embora contenha um dominio rico em leucina
(LRR) e um dominio semelhante a NTF2, como seus ort6logos, a estrutura de
TbMex67 é incomum (FIGURA 14), uma vez que possui em sua extremidade N-
terminal um motivo dedo de zinco (CCCH) ao invés de um dominio de
reconhecimento de RNA (RRM), também parece l|he faltar ou possuir um dominio
pobremente conservado associado a ubiquitina (UBA). O motivo dedo de zinco
mostrou ser essencial na exportagdo de mRNA (Revisto por RINK E WILLIAMS,

2019; OBADO et al., 2016; DOSTALOVA et al., 2013).
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TbMex67

FIGURA 14. DIFERENCAS ESTRUTURAIS ENTRE TbMex67 E SUAS ORTOLOGAS. A
organizacdo do dominio estrutural de ortdlogos Mex67 da extremidade N-terminal & extremidade C-
terminal (dominios ndo mostrados em escala). ScMex67 (Mex67 de S. cerevisiae; HUNXF1 (NXF1 de

humano). RINK E WILLIAMS, 2019

41



2. JUSTIFICATIVA

Os eventos poés-transcricionais sdo pontos majoritarios para a regulacdo da
expressao génica em Tripanossomatideos, dos quais 0s mecanismos que alteram a
meia vida do RNA e a traduc&o sdo bastante estudados (MARTINEZ-CALVILLO et
al., 2010; ARAUJO E TEIXEIRA, 2011). Entretanto, o transporte nlcleo-
citoplasmatico do mRNA ainda ndo é bem compreendido nestes organismos.
Portanto, estudos relacionados com a via de exportacdo de mRNA pode trazer
informagdes relevantes sobre componentes peculiares e essenciais para a
sobrevivéncia destes parasitas, € como estes componentes estariam associados a
regulacédo da expressao génica.

Serpeloni e colaboradores (2011a) demonstraram através de analises in silico
que a via de exportacdo de mRNA €& a menos conservada dentre as vias de
transporte dos varios tipos de RNA. Quando comparadas a outros eucariotos, as
proteinas envolvidas com a exportacdo de mMRNA sdo muito pouco conservadas em
diversas espécies de parasitas. Nosso grupo também descreveu duas proteinas
conservadas, envolvidas no transporte ndcleo-citoplasmatico de mRNA no parasita
Trypanosoma cruzi. Uma delas, TcSub2, foi descrito por Serpeloni e colaboradores
(2011b) e trata-de uma proteina nuclear que esta associada a sitios de transcri¢ao.
O silenciamento génico do ortélogo em T. brucei causa um bloqueio na exportacdo
de mRNA e morte do parasita em 48 horas apos a inducédo do sistema de RNAIi. A
outra proteina descrita € TcelF4Alll (anteriormente chamada de TcHel45). Proteina
esta, que possui uma localizacdo citoplasmética e tem a capacidade de migrar entre
0 nucleo e o citoplasma (INOUE et al., 2014).

Nosso grupo tem investido em abordagens de genética reversa e proteémica
para identificar componentes essenciais e exclusivos de tripanossomatideos
envolvidos com a via de exportacdo de mRNA. Ensaios de imunoprecipitacdo de
complexos de proteinas acoplados a espectrometria de massas permitiram a
identificagcdo de componentes exclusivos de tripanossomatideos associados aos
complexos de TcSub2 e TcelF4Alll (INOUE, 2015). Neste trabalho foram
identificados quatro fatores exclusivos de cinetoplastideos, anotados como proteinas
hipotéticas no banco de dados, e presentes como 0s mais abundantes nos

complexos proteicos de TcSub2 e TcelF4Alll.
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Ferramentas para busca de dominios funcionais conseguiram predizer
dominios em trés dessas quatro proteinas hipotéticas exclusivas de
tripanossomatideos. Uma delas possui o dominio FOP, presente na proteina
FOP/CHTOP que é descrita como um fator que interage com Sub2/UAP56 em
mamiferos (TENG et al., 2013). A segunda proteina possui um dominio API5
(Apoptosis Inhibitor 5), que esta presente em proteinas com fungéo anti-apoptotica e
superexpressa em células cancerigenas (HAN et al., 2012). Em Oriza sativa, foi
demonstrado que API5 interage com Sub2/UAP56 (LI et al., 2011) e, em Drosophila,
interage com Acinus (EJC) (RIGOU et al., 2009). Recentemente, Bong e
colaboradores (2020) demonstraram que, em mamiferos, API5 interage diretamente
com UAP56 (Sub2) e sua deplecdo causa acumulo de mRNA no nucleo celular. A
terceira proteina analisada contém um dominio NTF2, presente em diversos
receptores de transporte capazes de interagir com o complexo de poro nuclear
permitindo a exportacdo nucleocitoplasmatica, como por exemplo, Mex67, MTR2 e a
proteina NTF2 (FRIBOURG et al., 2001; COOK et al., 2007). A quarta proteina
escolhida ndo mostrou nenhum dominio conservado pelas abordagens utilizadas. No
entanto, ela aparece como componente de ambos o0os complexos proteicos de
TcSub2 e TcelF4Alll.

Com base nessas informacdes e por questdo didatica, as proteinas foram
denominadas em T. cruzi como TcFOP, TcAPI5, TcNTF2LL e TcHYP e sao foco de
estudo deste trabalho que buscou investigar o papel destas proteinas, assim como,
ampliar os dados sobre as interacfes entre os componentes da via. Com isso,
visionamos obter dados relevantes para entender as peculiaridades sobre os
mecanismos de exportacdo de mRNA que podem servir de base para melhor
conhecimento desta etapa na regulacdo da expressdo génica nestes organismos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a funcdo de proteinas exclusivas de kinetoplastideos quanto ao seu
papel na exportacdo de RNA mensageiro do nucleo para o citoplasma. Analisar os
componentes dos complexos proteicos de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP para

a construcido de um “core” proteico responsavel pela exportacdo de mRNA.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Realizar a andlise in silico da conservacao

3.2.1.1.  Busca por dominios conservados

3.21.2. Analise de similaridade

3.2.1.3. Andlise Filogenética

3.2.2. Avaliar a localizacéo celular

3.22.1. Clonagem em vetor de entrada da plataforma Gateway® (INVITROGEN)

3.2.2.2. Clonagem em vetor de destino pDEST™17 (INVITROGEN)

3.2.2.3. Obtencéo de linhagens de parasitas expressando as proteinas alvo fusionadas a

etiqgueta GFP na extremidade N-terminal e/ou C-terminal

3.2.2.4. Anadlises de localizac&o por microscopia de fluorescéncia e confocal

3.2.3. Analisar a interacdo das proteinas alvo com outros componentes da via de
exportacdo de mRNA

3.2.3.1. Imunoprecipitacdo dos complexos proteicos

3.2.3.2.  Andlise dos dados por espectrometria de massas

3.2.4. Analisar o fen6tipo causado pelo silenciamento das proteinas em T. brucei por RNA
de interferéncia (RNAI)

3.24.1. Obtencéo de linhagem de T. brucei para silenciamento da expressao génica pelo

sistema de RNAI
3.24.2. Analisar a viabilidade e a efetividade do silenciamento génico
3.24.3. Analisar a localizagdo de mRNA apds silenciamento génico

3.24.4. Analisar possiveis alteracoes ultraestruturais apés silenciamento génico
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANALISES IN SILICO

Para a busca de sequéncias foi utilizado o programa BLASTP (Altschul et al.,
1997). As buscas foram feitas contra o banco de dados Reference Sequence -
RefSeq (O'Leary et al.,, 2016) do National Center of Biotechnology Information -
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As proteinas ortdlogas foram identificadas
através do critério de reciprocal best hit (RBH). O alinhamento das mudltiplas
sequéncias ortélogas foi realizado utilizando o programa MUSCLE (Edgar et al.,
2004).0s dominios das proteinas foram identificados através do programa hmmscan
do pacote HMMER (Eddy, 1998), usando modelos ocultos de Markov (Hidden
Markov Models - HMM) disponiveis no banco de dados do Pfam, versédo 32.0 (Finn
et al., 2014).

4.1.1. Andlise Filogenética

As sequéncias de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L (cepa Trypanosoma cruzi CL
Brener Non-Esmeraldo-like) foram obtidas no TriTrypDB versao 33 e usadas como
‘isca” para BLASTp utilizando banco de dados contendo 121 proteomas
eucaridticos, com e-value de 0,1. Todos os hits identificados foram sujeitos ao
BLASTp reverso usando o e-value de 0,1 como referéncia. A ortologia também foi
prevista com base no reciprocal best hit (RBH).

Para TcAPI5, TcFOP e TcNTF2L resultados adicionais foram identificados
usando sequéncias obtidas de Bodo saltans e Dictyostelium purpureum. Sequéncias
ortélogas preditas foram alinhadas usando MUSCLE (EDDY, 2004), com triagem
manual em ambas as arvores filogenéticas ML e BA foram construidas usando
PhyML (GUINDON et al.,, 2014) e MrBayes (RONQUIST et al.,, 2012),
respectivamente. PhyML 3.0 foi usado com configuragdes padréo e um bootstrap de
1000 e MrBayes 3.2.6 foi usado com uma geracdo MCMC de 800000, variagéo de
taxa de forma com 4 categorias discretas e uma frequéncia de amostragem de 1000

com o primeiro trimestre como burn-in. Arvores MrBayes foram executadas usando a
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plataforma CIPRES Science Gateway (MILLER, PFEIFFER E SCHWARTZ, 2010).
As proteinas foram identificadas pelo nimero de acesso no banco de dados Tritryp
((ASLETT et al.,2010). Dominios de proteina foram pesquisados usando
InterProscan (JONES et al.,, 2014) ou HMMscan de HMMER (EDDY, 1998)
procurando por modelos de Markov ocultos (HMM) disponiveis no banco de dados
Pfam verséo 27.0 (FINN et al.,2014).

As proteinas ortdlogas para TcHYP também foram identificadas por critérios
RBH e avaliagdo sinténica. Um total de 108 posi¢cdes com alinhamento mais
confiavel obtido pelo PSl-coffee (CHANG, TOMMASO E NOTREDAME, 2012)
compuseram o conjunto de dados final. A arvore foi feita usando a seqtiéncia Bodo
saltans. A arvore evolutiva de ortélogos de TcHYP foi inferida usando o método de
Analise Bayesiana (BA) (modelo misto + invgamma) usando MrBayes 3.2.6
(RONQUIST et al.,, 2012). O Markov Chain Monte Carlo (MCMC) da BA foi
executado por 1.000.000 de geracbes, amostrando arvores a cada 1.000 geracoes.
Uma arvore ML (JTT + F + G + I) também foi inferida usando MegaX (KUMAR et al.,
2018) com bootstrap de 1000 réplicas.

4.2. TAMPOES E SOLUCOES

AP Buffer (tampéao de reacao para fosfatase alcalina): Tris-HCI 100 mM pH
9,5, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM.

Solucéo de bloqueio para Western blot: Tampédo PBS, Tween 20 0,05% e
leite em p6 desnatado 5%.

Solucdo de Brometo de Etidio: 0,5 yg/mL de brometo de etidio em agua
destilada.

Solugdo de Ponceau S: Ponceau S (Sigma P-3504) 0,5%, Acido acético
glacial 1%.

Solucdo para coloracdo de géis de proteinas SDS-PAGE: Azul de
comassie R-250 0,1% em metanol/acido acético v/v (45%:10%); agua 45%.

Solugdo TBE para eletroforese de DNA (Tris- Acido Bérico — EDTA): Tris-
base 89 mM, Acido borico 89 mM, EDTA 2 mM pH 8.0.

Solucgéo TE (Tris-EDTA): Tris-HCI 10 mM pH 7.5; EDTA 1 mM.

46



Tampé&o de amostra para eletroforese de DNA 5x: Azul de bromofenol
0,25% xileno cianol 0,25%, glicerol 30%.

Tampdo de amostra de proteinas: Tris-HCI 40 mM pH 6,8; SDS 1%, B-
mercaptoetanol 2,5%, glicerol 6%, azul de bromofenol 0,005%.

Tampéo de eletroporacédo de T. cruzi: NaCl 140 mM, HEPES acido 25 mM,
Na2HPOa4 0,74 mM.

Tampdo de purificacdo de proteinas: TRITON X-100 2%, Na2HPO4 100
mM, NaCl 0,5 M, Tris-HCI pH 8,0 10 mM, Uréia 2 M.

Tampé&o de sonicacao de proteinas: NaCl 500 mM, TRITON X-100 2%, Tris-
HCI 20 mM pH 8,0.

Tampdao de suspensao de proteinas: NazHPO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM,
Uréia 8 M pH 8,0.

Tampé&o de transferéncia para Western blot: Tris-base 25 mM, Glicina 192
mM, Metanol 20%.

Tampé&o de corrida para SDS-PAGE: Tris-HCI 0,037 M pH 8,4; Glicina 192
mM pH 8,4; SDS 0,1%.

Tampéao PBS - TWEEN: PBS -Tween 20 0,05%.

Tampé&o PBS - solucdo de uso (Phosphate-buffer saline): KCI 2,7 mM;
KH2PO4 1,5 mM, NaHPO4x7H20 4,3 mM; NaCl 137 mM.

Solugcdo de Fenol - cloroférmio - alcool isoamilico: Fenol saturado 25
partes, cloroférmio 24 partes, alcool isoamilico 1 parte, Tris-HCI 100 mM pH 8,0 10

partes.

4.3. CULTIVO DE CELULAS

4.3.1. Escherichia coli

Genétipo BL21(DE3): {pLysS ™ {F- ompT hsdSB (rs ~ mg -) gal dcm (DE3)

pLysS (CmR)}.

Genotipo DH5a ™: {F- recAl endAl hsdR17 (rk,, mk*) supE44 A- thi-1 gyrA96
relAl}.
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Genotipo ccdB resistente: (F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 recAl araA139 A(ara-leu)7697 galu galK rpsL (StrR) endAl nupG
tonA::PtrcccdA);

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura Luria-Bertani (ver item
4.4.1) a 37 °C durante 16 horas. Para a estocagem, células foram misturadas em

igual volume (1:1) de glicerol 100% e mantidas a -70 °C em ultrafreezer.

4.3.2. Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi clone Dm28c (CONTRERAS et al., 1988)
foram mantidas em culturas axénicas em meio LIT (LIT - liver infusion tryptose) (ver

item 4.4.2) a 28°C e passagens a cada trés dias com inéculo de 108 celulas/mL.

4.3.3. Trypanosoma brucei

Formas prociclicas de Trypanosoma brucei cepa 427 (CROSS E MANNING,
1973) foram mantidas em cultura axénica em meio SDM-79 (ver item 4.4.3)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (BRUN E SCHONENBERGER, 1979),
a 28°C e passagens a cada trés dias com in6culo de 10° células/ml. Para a linhagem
de T. brucei 29-13 (WIRTZ et al., 1999), o meio foi suplementado também com
antibiéticos Higromicina 50 ug/ml e G418 15 ug/ml. Esta linhagem celular expressa o
repressor da tetraciclina e a T7 RNA polimerase para utilizacdo em ensaios de RNA

de interferéncia.

4.4. MEIOS DE CULTURA

4.4.1. Meio LB (Luria — Bertani)

BaCTO-THPIONEL ..cce i 10,0 g/L
NN = T 5,00g/L
EXIrato de 1@VEAUIA.........ui i e e 5,09/L

(LB-agar): adicéo de 1,5% de agar-agar.



4.4.2. Meio LIT (Liver Infusion Tryptose)

INfUSA0 de fiIgadO. ... .. 5009
N e 4,49
S 0,49
€[ oT0 1= TP 2,29
LI (0 1=T= TSRS PPP 509
Fosfato bASiCO dE SOAIO. .......coveeiiiiee e e e e e 11,56 g
EXtrato de 1@VEAUIa........ccee e 15049
1= 0 01 = TP 0,02 g
SOro fetal DOVINO. ......oooiii e 10%
PENICIINGL ...ceie e 10.000 U

pH 7,2
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4.4.3. Meio SDM-79

MEM (Minimum Essential Medium) ... 7,00 g/L
IMEIO 199 .. a e e e e e e 2,00 g/L
MOPS ..ottt 5,00 g/L
HEPES e 8,00 g/L
€ 1o 0 1= 2SS 1,00 g/L
NAHCOS ... e eeennaans 2,00 g/L
Piruvato de SOTIO .....cccoeeeieiiieeeeeeee et 0,10 g/L
I AN = o1 = 0,20 g/L
L-ATGINING ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e a e 0,10 g/L
] (1) = 3 ] [ - USSP 0,30 g/L
I |V =11 o] 11 = PP 0,07 g/L
I =T 11 F=1 =1 11 = R 0,08 g/L
I ] 1 = 0,60 g/L
Y=Y ] = R 0,60 g/L
JLIE U L1 - P 0,18 g/L
I I =T o) 1T = SO PU R 0,35 g/L
Y20 (=Y 1011 = 0,10 g/L
LU= o 1T = T 0,01 g/L
GlUCOSAMINGA ...t e e e e e e e e 0,05 g/L
MEM amino acids SolUtion, 50X .........couiiiiiiiiiiiiie e 10 mL
MEM non essential amino acids 100X ..........coviiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 6 mL
T T (o311 = 0,059 g/L
11T 0]10] 1411011 o - VTSP PPPPPPR 0,133 g/L
ACIHO FOlICO .ottt ettt 0,004 g/L
PABA (acido para-aminobenzOiiCo) ..........cccooevviiiiiiiiiiicciee e, 0,002 g/L

2 1011 - 0,002 g/L



4.5. ELETROFORESE DE ACIDOS NUCLEICOS E PROTEINAS

45.1. Eletroforese de DNA

As amostras de DNA foram analisadas por eletroforese em gel horizontal de
agarose conforme descrito em Sambrook e Russel (2001). As amostras de DNA
foram diluidas na proporcéo 1:5 em tampao de amostra para eletroforese de DNA e
aplicadas em gel de agarose 0,8-1% submerso em tampao TBE (TBE 1X — Tris-base
89 mM; Acido borico 89 mM; EDTA 2 mM pH 8,0). Para cada gel, era aplicado 150
ng de marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen).

A corrida eletroforética foi realizada a 90 V e, em seguida, o DNA foi corado
com solugao de brometo de etideo (brometo de etidio 0,5 uyg/ml em agua destilada)

e visualizado em transluminador acoplado ao sistema de foto documentacéao.

4.5.2. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)
As proteinas foram analisadas por gel vertical desnaturante SDS-PAGE,

conforme o descrito por Laemmli (1970). Os volumes das solucdes utilizadas para

montagem dos géis de corrida e de empilhamento estdo descritos na Tabela 2.

TABELA 2. SOLUCOES E VOLUMES DE PREPARO DE GEL SDS-PAGE

Gel de ]
] Gel de corrida
empilhamento

5% 10% 13% 15%
Acrilamida, estoque (33/0,9%) 0,7 ml 295ml | 3,8ml 4.4 ml
Tris-HCI 2,5 M pH 8,8 (concentracdo final 400

1,6 ml 1,6 ml 1,6 ml

mM)
Tris-HCI 1M pH 6,8 (concentragédo final 120 mM) 0,6 ml
H20 ultra pura 3,7 ml 5,5 ml 4,6 ml 4,0 ml
SDS 10% (concentracao final 0,1%) 50 pl 100 ul 100 ul 100 ul
Persulfato de aménio 10% (concentracdo final

35 pl 70 pl 70 pl 70 pl
0,075%)
TEMED (concentracéo final 0,07%) 7 pl 7 pl 7 pl 7 pl
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45.2.1. Coloracao por Azul de Comassie

Os géis SDS-PAGE, apo0s corrida eletroforética das amostras, foram corados
em solugdo para coloracdo (Azul de Coomassie R-250 0,1%; Metanol 45%; Acido
Acético 10%) por aproximadamente 20 minutos a temperatura ambiente. A seguir,
os geéis foram lavados com agua destilada fervida para a retirada do corante e

andlise das proteinas.

45.2.2. Coloracao Nitrato de Prata (OAKLEY, KIRSCH E MORRIS, 1980)

Para coloragdo de maior sensibilidade em géis SDS-PAGE, alternativamente,
foi utilizada a marcacao por nitrato de prata. Para isso, o gel foi incubado em solugéo
de fixacdo de SDS-PAGE (Etanol 50%; Acido Acético 12%:; Formaldeido 0,02%) por
30 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, lavado 3 vezes com solucao de
Etanol 50%. Posteriormente, o gel foi incubado com solugcdo de sensibilizagdo para
coloragéo por prata (Tiossulfato de Sddio 0,02% em agua ultrapura) por 2 minutos,
lavado com agua ultrapura por 3 vezes e incubado com solucdo de coloracédo por
prata (Nitrato de prata 0,2%; Formaldeido 0,03%) por 30 minutos. Apos lavagem
com agua, a revelacdo foi realizada com solucdo de revelacdo de prata (para 100
ml: Carbonato de Sodio 3%; Formaldeido 0,02%; 2 ml de solucéo de sensibilizacao).

A reacao foi interrompida com solucdo de término de revelacdo de prata
(Etanol 50%; Acido Acético 12%).
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4.6. CLONAGEM MOLECULAR DE SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS

4.6.1. Extragcdo de DNA genémico

4.6.1.1. T.cruziDm28c e T. brucei 427

As extracbes de DNA de T. cruzi clone Dm 28c e T. brucei 427 foram
realizadas como descrito em Medina-Acosta & Cross (1993). O total de 1x10%°
células cultivadas em meio LIT ou SDM-79 foram separadas por centrifugacdo a
7.000 x g por 10 minutos. As células foram lavadas em PBS, suspensas em 350 pL
de tampéo TELT (Solucao contendo Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 62,5 mM pH 9,0,
LiCl 2,5 M e TRITON X-100 4%) e incubadas durante 5 minutos em temperatura
ambiente. Apds lise, o mesmo volume de solucéo de fenol/cloroférmio foi adicionado
e o material foi centrifugado a 13.000xg por 10 min. A fragcdo aquosa foi coletada
para um novo tubo e o DNA foi precipitado com duas vezes o volume de etanol
absoluto. O material foi centrifugado a 13.000xg por 10 minutos e o DNA foi lavado

com etanol 70%, seco e suspendido em tampéo TE.

4.6.2. Amplificacéo génica por PCR

A amplificacdo dos genes de TcFOP (TcCLB.509033.80) e TcAPI5
(TcCLB.511807.280), TcNTF2L (TcCLB.511367.220) e TcHYP (TcCLB.506435.150)
foi obtida através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com DNA genbémico de
T. cruzi e oligonucleotideos iniciadores especificos. As reacdes para TcFOP e
TcAPI5 foram obtidas previamente (DOMINGUES, 2017). A figura 15 ilustra as
regides utilizadas para desenho dos oligonucleotideos iniciadores especificos para a

regido gendbmica codificante de cada uma das proteinas.
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TcFOP

5 ATGCGACGTGGCGATTTTGAGCGTCGGCGCCTTCGTGATTTGTACGAGCGGAATGTGCGCCGGGTGCGGGCTTTGGCGGATGCGCGAG
ATGGGCGAAGGTCTGGCAGGGACGATGATATTGCGGCTCCCCGCCGTTATGTCGTCAGCGAGCGTCGAACTCGCCTCGAAGGGTTTGGCC
GTGGTGGCTACCAAGTGCAGCGGTCACGCCGGTTTGGCCGCGATCCAAGGATCCGTCGGTTCAGCGACAGGGGCGTTTACCGTCGCGGTG
CCCTGGACCGCTTTGAACGCGAGGAGGACTTTGAGCGGAAGCTGCGTCGTGAACGTTTCCGTGAACGCCGTCTTAATGAGGGCGGACTGC
GGTTCGGTCGTCTGCGCCTTCGCCGCAGCGAACGACGGGAGCTGCGCCAACTGCGAGAGCTCCGAGAACTCCGTGAACTTCGCGCCCTAC
GAAGCGCACAACGAAACCAGGGCAATGGCGATCGGCGCGGCAAGCTAGACAAGGAATTGGATCGCTACAGAAAGGACCAGCGCGGCGGAC
GCAGGGGTGGAGGTGGCCGTGGCCGTGGCGCACCAAATTCGGTGACGAAGGAAGGACTCGACGCGGAACTTGACCGCTTCCGCGGCGGCA
ATTAG 3~

TcAPIS

5" ATGGCCCCCAAAAAGAAGAGCGCTTCTGCTGCTGCTGCGGCAAAAGAGGAGACAGAAGAATGCGTCCCGGCTGAGGTGACAACAACAA
CACCCCCCACATCTCCGCAGACTGAATCCTTGCCCTCCGCATGCAACGCTGTGGAGTTGTACGCAACCCTTCAGGCAGCTGTTTCGGAGG
ATCCTGCAAAGCTGAATGATTTTGTGCGGGAATTACTCCAGGCGCTGAGCGATGCGGAGTGCCCGGATGCACCGCTTCTGGTCCGTGTGC
GTACCCTTGAGTTTATTAGCAAATACGGACAGCATGTACGTGACGGCAATGCTCTTAAAAAGATTGTTACATCTCTTGTAAAAATATTGA
GTGGCTCAGAGGACACGCCGCAGCTTCTTGTGGCTGCTGTTCAGGGGCTTTCATCGCTAGGGCCTGTCTCTGTACTGGACAAGAAGTGGG
AATATTTGTCCCGCGAGGGGGCAGATGTTCTCATGCAGGTAATGTTGGACGAAGAGGGATTTGCGGAAAGTGTGCGTCAAGCCGCTTCCA
AGGCGTTGGACTCCCTCATTCAGACCGCATTTCGTCCCGTTGTGACGAAGCTGCTACACTGGATAAGCGACAATCGTGAGACGGAGGACG
AAGATCAACTGAAGAAGGAGCGGCGCATGGCTCTGACGCGACTGAGGAAGCTGGCGCACACACCGTCCCTGCAGTGCCAGTGGACGGAGG
AGGTTCAGGAACATGTCTTGAGCCTCATTGTTCGTGTGCTTCCAACGGTCACTGTGCAGGAATTTGTGCAACTCACGAGCATTGCTGCAT
CATTGCCGATAGTACGAGCAGAGGCGGGAGTGCCTTTCCTCAAGGCGTTTTTGGCGCAAAATGCAATCAACACTGACCGTGTGTTGGAGT
CCCTAAGTATTATTGGAGAGCATATTGGCGCCGCACCGTACGACATTGTTCCCGTTCTTGAGGATGCAGGGCTTCTTACAACACCTGTTG
AGAAGAATACCGCACGGGGCATGTGGCACGCGAAGGTGTTGTTGCTGGCTGCTCGACTTGCCACTCCTGATAACATTGATAAATTGTACA
ATGCGGTGTTGGAACAGCTGGCGCATGTCATGCATGATGGGAGTGCGTTGCCGGAGAATATGACGACTCTCGAGGTGCTACTCTTTGCCG
TTATGGCGGCAGGACAAAAAAAACCAGTTGAGATGTTGAAGTATTTGAATGATGATGCGTTCGTTGCGAAGTGCATGGGTCTGGAGGAGC
TCGTCGCCCAGATGGAACCACTCCTGATTTACGCCGTTAAGAAACGGATGCAGAAGTCATCGGCGGGCCAAAAGGATGCGGAGGTAATTG
GATGCTGCCATAACGTGCGAGTCATCTTGAGCGCCTTCTCCGCCAAACACATGCCCACTGGTACCCTCACGGAGAGTTGGCTCCACAAGA
ATAAGTTGCCAAGTGTGAAACACGCCCGCGACCCAGCGACGACGGCAAAGGCAACAGAGACTACAGCGGGAATTGCTGGGGCCGCCGCCG
GACAGTTGGGTGTGCTGCCGCCTCCCCCTGGCACGGAGGAACATGCTAAGAAAAGGTCTCGTGGTCAGGAGTCCGGTTACAACAAGAATG
CTAACAGGAATAAGGGTGGTTGGAATGGCAACGGCCGGTACAAGAGAGCACGTCGTGGCGGAGTCTACTAAS'

TcNTF2L

5’ ATGTTGGGTCGTGACACTGTTGCCGGGGTTGCCTGTAGCTTTCTCGTGACTTACTACCGTGAGTTTGTAAAGGAGAAGGAGGTCGTTG
GTCTTGTCGAGCTCTACGGGGAGTCCTCGCTGATCACATACGCCGGGTACAATGAGGAGACCACCGTCGTGGCGCAGGGCCGGCACGAGA
TTGCGCAGCATCTCGGCAAGATGGACGATGCGCTTGGCCGCCGCAAGGTGGAGGTGCGCTTTGCCGACTTTACCCCGCTGCCAGGTGGGT
GTATCCACATTGTTTGCCAGGGCATCTTGTACCTCCGCGGCCAGCGCAGGGCCTTCTTCCAGGTGTTTGTGTTGGCCCCGACGCAGTACC
GCACCAACACGTACCACATCGCCATCGACTACTTTCGTGTGATGGTGGTCGAGGTGGAACAGATCCCGGAGGACAGCATCATCATGACCC
CGGCGCAGGTTGCACAACATCTGCTGGAGGAACACGAGCGCCGCAAGCGCATGGAGGAGTCGCGTGAGCAGCTTCGGCGACAACAAGCGG
CCGCGGAGGCCCTTCGGCTGCAGCAATTGGAGGAGGCGGCGCGACGGAAGGAATTCCACCAGACACGTGGGGAACAGGAGCCCCGTCATG
GGCGTCATGAGCGTCAAAACAACGGCACCCGCAACGACGGCTATGGAAACAATACAAGCAACCGCAGGGATCGCGTGGAATGGAATGACG
ACAGGCGGGGAGACCGAACAGATACGCGGACTCTCATTCGCAATGAAGGGAGCGTCAGCCGAAACAACCGGCCTGAGCGTGCGGAGCGAA
ACAATGGCAGGTACGATGAGCGAAATGAAAGAAACGGTGAACGCCGTTGGGAACGTCACGATGGCATGCGTGGGGAGAGGAACGACAACG
TGAGGGCCCGCGACGAGAGGGGCGTATTGGAGGAGGGACCTGCGCCACAAAACACACGTCCCTTGCGCTCACGCGAGCAGCCAAGCACGG
CAGTCGCCAAATCAGAAAATGGCGGCAGCAAACCCAGCATCGCCAGACCTGTTCCACGCTCAAAGGCCGCGCTGGAGAAACGTCTTGAGG
GCAGGGCCGAAATTGAGGAAAATAACATCAATAACAGGAATGAGGCTGTCGCGTCAAGGCGAGTCTCCGAAGAAGCTGCAAGGAAGGAGG
AAACAAGAAAGAAAACAGCAGCAACAGCAGCGGCGGCGGCTACAGGCAGTACGAGGGACCCCGCACGGGGACGCCCCCAGTTCAACAGAA
CGGGAAGCACGGATTATGCTCGCCTTGTGAGGGTGCCGAAGTACGTCACGTTGACTGACATAAAGGCGGCGGTAACGTCTGTCCTTGGCG
CGGAGCCGATTGATGCATACTGGTACGGCCGCAGTAGTGCCGACTGTGTGCTGCAGCTACGGTCGTCCAATGCTGTGGAGCAGCTGGTGC
GAGATTCCGTGACGGTGCTGGAGTCGAGGCTGAGTGCTGCAAAGTTCTACCCGTAGS3'

TcHYP

5’ ATGGAGATTATCGATAGGCCGCTCAGTGAACTCATCAAGGAGCAGAAGATTGGAGAAAGCCTGCGTAAGAAACGTCGTGGGCACGGCG
GACAGCAGAATACCCGCAACGGTGGGCGCGGCACATCCCGCAACGGCCGTGGGAACAGAGCGATGGGGCGTGGCAGCCGCGGCACCGLGG
GCAACGATCAGGGACGCCGTTATCGCCGCCCCCTGCGGTTTCGCAGCAACGGCGGCCGCTTCCGTCGCCTTGGAATTGGCTTCGACGACC
GCCGCGGCTTCAATTCCCGTTCCTGGCGCCGCAACGCACTGGACTTGGGCGACGATCGACGCGATCGCTCCGTGAAGAGCACCGCCACGC
AGCGCCGCAGGAAGGCGGCATTTGAGCGCAACGACCGTGTCAGGGAATTGCGTCGGCGTGAGGCTCTCTCACGTGCCCGGTCGCGTTTTT
CACGCGATTAG3'

FIGURA 15. REGIOES UTILIZADAS PARA DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS
INICIADORES ESPECIFICOS DE TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L E TcHYP. As regides destacadas em
amarelo representam a area delimitada para desenho dos oligonucleotideos iniciadores especificos,
Forward (F) e Reverse (R).

54



A finalidade da amplificacdo, as sequéncias de cada iniciador, e os ciclos
especificos de desnaturacdo, anelamento dos iniciadores e extensdo de cada um
dos fragmentos génicos estdo apresentadas na tabela 3, a sequéncia em negrito
refere-se a sequéncia attB necessaria para posterior reagdo de recombinagcdo com o
vetor de entrada pDONR™221 da plataforma Gateway (Invitrogen). Os produtos de
amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,8-1%,

conforme descrito no item 4.5.1.
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TABELA 3. OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES DAS REAGOES DE AMPLIFICAGAO E CLONAGEM EM VETOR DE ENTRADA pDONR™221 NA
PLATAFORMA GATEWAY (INVITROGEN) PARA TcNTF2L e TcHYP

Produto de

Tamanho do

Oligonucleotideos Sequéncia nucleotidica Uso Padréo de ciclagem
amplificacéo fragmento
Holding 94°C | 2
TcNTF2L (GenBank | TcNTF2L Foward (F) | 5GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGTTGGGTCGTGACACTGTTGCCG3' amplificagdo do
Desnaturagdo | 94°C | 30”
Gene ID: 1494 pb gene de
8 | Anelamento | 58°C | 30"
TcCLB.511807.280) | TcNTF2L Reverse (R) | 5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTACGGGTAGAACTTTGCAGCACTCAG3’ TcNTF2L ©
o | Extensdo 68°C | 1,5
o
Holding 94°C | 2
TcHYP (GenBank TcHYP Foward (F) 5'GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGAGATTATCGATAGGCCGCTC 3’
Amplificagdo do Desnaturagdo | 94°C | 30"
Gene ID: 456 pb
5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATCGCGTGAAAAACGCGACCGGGCACC gene de TcHYP 8 | Anelamento |57°C | 30”
TcCLB.506435.150) |  TcHYP Reverse (R) g
GGGCACGTGAGAGA3’ o | Extensdo 68°C | 45”
on

Em negrito destaca-se a sequéncia attB adicionada a extremidade 5" do primer, necessaria para posterior recombinacdo em vetor de entrada pDONR™221

da plataforma Gateway® (Invitrogen)
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As reac0Oes foram realizadas em volume final de 100 pyL contendo 100 ng de
DNA genbmico de T. cruzi, Platihum® Tagq DNA Polymerase High Fidelity
(Invitrogen), 2,5 mM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador F e R, tampé&o para a
enzima Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), &gua ultrapura, e

oligonucleotideos iniciadores segundo o protocolo do fabricante da enzima.”

4.6.3. Clonagem dos fragmentos génicos na plataforma Gateway® (Invitrogen)

O sistema Gateway® utiliza o sistema lambda de recombinagéo (Ptashne,
1992) que facilita a transferéncia de sequéncias heterdlogas de DNA entre vetores
(Hartley et al., 2000). Duas reacbes de recombinacdo constituem a base da
tecnologia.

Na primeira reacdo, catalisada por BP Clonase™ enzyme mix (Invitrogen),
ocorre a recombinacgao entre os sitios attB1/attB2, inseridos por PCR no amplicon a
ser clonado, e os sitios attP1/attP2, presentes no vetor de entrada (pDONR™221),
gerando um clone de entrada no sistema. Na segunda reacdo, catalisada por LR
Clonase™ enzyme mix (Invitrogen), ocorre a recombinagdo entre o0s sitios
attL1/attL2 do clone de entrada, e os sitios attR1/attR2, presentes no vetor de
destinacao escolhido, gerando um clone de destinacao.

A plataforma Gateway possibilita realizar a transferéncia dos genes de
interesse para diferentes vetores de destinacdo com distintas aplicacoes.

Desta forma, os amplicons dos genes de TcFOP, TcAPI5, TcCNTF2L e TcHYP
foram usados para reacdo de recombinacdo com o vetor pDONR™221 da
plataforma Gateway (Invitrogen), de acordo com o manual do fabricante (Invitrogen -
Catalogos 12535-019 e 12535-027). A figura 16 mostra o mapa do vetor. As reacdes
de recombinacéo foram utilizadas para transformar E. coli DH5a calcio-competente,

conforme item a seguir.
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FIGURA 16. MAPA DO VETOR DE ENTRADA pDONR™221 (Invitrogen). pUC ori: origem de
replicacéo de alta copia. attP1/attP2: sequéncia de 200 bp presente no pDONR para recombinagdo
com sitio attB presente no produto PCR. ccdB: gene que permite selecdo negativa do pDONR,
interferindo na DNA girase de E. coli, que é substituido apds recombinagdo com o sitio attB do
produto de PCR. Kanamycin: gene de resisténcia a canamicina. CmR: gene de resisténcia ao
cloranfenicol. T1/T2: terminadores de transcricdo. M13 Forward e Reverse (FONTE: Catalogo
Gateway® Tecnology Invitrogen)

4.6.4. Transformacéao e sele¢do de clones recombinantes

4.6.4.1. Preparo de células competentes

Para o preparo de bactérias calcio-competentes, foi utilizado o método de
CaCl2 descrito em Sambrook e colaboradores (2001). Uma colbnia de E. coli da
cepa desejada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo antibiético apropriado. A
cultura foi incubada a 37°C por 18 horas sob agitacao constante de 220 rpm. Um
volume de 1 mL desta cultura foi transferido para 100 mL de meio LB. As células
foram incubadas a 37°C sob as mesmas condi¢cdes de agitacéo até alcancar a fase
de crescimento exponencial (D.0.600 de 0,6).

A cultura foi centrifugada a 4.000 x g por 5 minutos a 4°C e as células foram
suspensas em 50 mL (metade do volume original) de solu¢do gelada de CaCl2 100

mM tamponada com HEPES 10 mM pH 7,0 e mantidas no gelo durante 30 minutos.
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A suspensdo foi submetida a centrifugacdo nas mesmas condicfes
anteriores, as células foram suspensas em 2,0 mL (1/50 do volume da cultura
original) da solug&o anterior acrescida de 10% de glicerol, mantidas no gelo seco por
2 horas e em seguida aliquotadas e armazenadas a — 80 °C.

4.6.4.2. Transformacéo de células competentes

Para a transformacao de bactérias calcio-competentes utilizou-se o0 seguinte
protocolo: as reagdes foram incubadas com 50 uL da suspenséo de E. coli calcio-
competentes por 30 minutos no gelo. Apds esse periodo, as células foram
submetidas ao choque térmico pela incubacdo a 42 °C por 2 minutos, seguido de
incubacdo de 2 minutos no gelo e posterior adicdo de 1 mL de meio LB para
incubacédo sob agitacdo constante de 200 rpm a 37°C por uma hora.

Apbs periodo de 1 hora de incubagéo, reduziu-se o volume por centrifugacao
durante 2 minutos a 6.000 rpm para 100 pL permitindo o cultivo em placa de toda a
amostra. Foram utilizadas placas contendo meio LB e antibidticos especificos para
as selecdes, sendo eles ampicilina 100 pg/ml resisténcia conferida pelos vetores
pDEST™17, pTcGWGFPN, pTcGWFLAG, ou canamicina 50 upg/ml, resisténcia
conferida pelo vetor pDONR™221, utilizados em bactérias E. coli DH5a e/ou
cloranfenicol 34 pg/ml, utilizado para expressar proteinas recombinantes em
bactérias E. coli pLysS. Apos crescimento de 16 a 20 horas em estufa a 37 °C, fez-

se a selecédo dos clones, por PCR de colbnia, conforme descrito no item 4.6.4.3.

4.6.4.3. Selecdo de clones recombinantes por PCR de colonia

Para uma varredura inicial de clones, algumas colonias crescidas em meio
seletivo foram coletadas em tubo de microcentrifuga, diluidas em 100 ul de agua
ultrapura (proporgao 1:100). Deste, 1 pl foi utilizado como molde para a reagao de
amplificagdo por PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos (Tabelas 3
e 4). Previamente, as amostras foram aquecidas a 94°C durante 10 minutos e,

posteriormente, foram submetidas aos ciclos especificos de desnaturacéo,
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anelamento dos iniciadores e extensdo de cada um dos fragmentos génicos. As
amostras foram analisadas em gel de agarose conforme item 4.5.1.

Os clones positivos selecionados foram inoculados em 2 mL de meio LB
adicionado de antibidtico apropriado e as culturas incubadas a 37°C durante 18
horas sob agitacdo constante de 200 rpm. As culturas foram entdo utilizadas para
extracdo de DNA plasmidial utilizando o sistema Qiaprep® Spin Miniprep Kit
(QIAGEN) ou Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen), dependendo da quantidade
necesséria para o ensaio. Ambas as purificagbes foram realizadas conforme
descricdo em protocolo padrdo do fabricante. Os clones selecionados foram
denominados de pDONR-TcNTF2L, pDONR-TcHYP e foram utilizados para
recombinagdo com outros vetores de destino, entre eles o pDEST™17, para
producdo de proteinas recombinantes em E. coli, e os vetores pTcGWGFPN-NH e
pTcGWGFPN-CO, utilizado para expressdo de proteinas fusionadas a GFP nas
extremidades N-terminal e C-terminal em T. cruzi (Batista et al., 2010) e também o
PTcCGWFLAG-NH e pTcGWFLAG-CO utilizado para a expressdo de proteinas
fusionadas a FLAG nas extremidades N-terminal e C-terminal em T. cruzi
(KUGERATSKI et al., 2015). Apds a identificacdo dos plasmideos recombinantes,
estes foram sequenciados para plataforma de sequenciamento da Fundacéo

Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro) para confirmacado da correta clonagem.

4.7. OBTENCAO DE T. CRUZI EXPRESSANDO PROTEINAS FUSIONADAS
A ETIQUETAS

4.7.1. Clonagem em vetores de destino

Com o objetivo de avaliar a localizagdo celular em T. cruzi através da
deteccdo de etiqueta, e a imunoprecipitacdo de complexos proteicos, as proteinas
foram fusionadas a GFP (BATISTA et al, 2010) e/ou PTP e/ou. FLAG
(KUGERATSKI et al., 2015). As clonagens dos genes de TcFOP, TcAPI5 (descritas
em Domingues 2017), TcNTF2L e TcHYP em vetores expressando as proteinas
fusionadas a GFP e/ou PTP, foram realizadas conforme protocolo da reacdo de

recombinacdo LR (Invitrogen). Como TcHYP n&o possui nenhum dominio
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conservado e sendo uma proteina de 17,7 kDa optamos por fusionar a proteina, em
ambas as extremidades (N e C), com as etiquetas GFP e FLAG, o mapa do vetor

est4 ilustrado na figura 17.

Cm® ccdB att R2 TeUIR NEO

FIGURA 17. DESENHO ESQUEMATICO QUE MOSTRA OS PASSOS DA CONSTRUCAO DO
VETOR pTcGWGFPN. Os elementos NEO e HYGRO: sédo respectivamente os genes de resisténcia a
neomicina e a higromicina. TcUIR: I6cus regido intergénica ubiquitina do T. cruzi. attB1 , attB2 , attrl
e attR2: locais de ligagdo e recombinacdo para os Gateway. CMR: gene de resisténcia a
cloranfenicol. ccdB: gene de selec¢do negativa durante a clonagem. 6xHis , GFP , YFP , PCP , TAP
e ¢c- myc: marcas de fusdo. PR: promotor ribossomal. (BATISTA et al., 2010; KUGERATSKI et al.,
2015)

As transformacdes bactérias E. coli DH5a calcio-competentes, selecdo dos
clones e extracdo dos plasmideos recombinantes foram realizadas conforme
anteriormente descritas. Os clones foram denominados da seguinte forma:
pTcGWGFP-FOP, pTcGWGFP-API5 (Domingues, 2017), pTcGWGFP-NTF2,
pTcGWGFPN-Hipo, pTcGWGFPC-Hipo, pTcGWFLAGN-Hipo, pTcGWFLAGC-Hipo.
Os plasmideos foram purificados em maior escala através do Hi-Speed Plasmid Mid
Kit (Qiagen), seguindo instrugdes do fabricante, e 50 ug dos plasmideos foram

utilizados para a transfeccéo por eletroporacao de T. cruzi.
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4.7.2. Transfeccao e selecdo de parasitas

4.7.2.1. Transfeccdo em T. cruzi por eletroporacao e selecdo de transfectantes

Um total de 5x10° células, em fase de crescimento exponencial, foi coletado
por centrifugacdo por 5 minutos a 2.000 x g lavadas com 1mL de tampdo Th-BSF
(90 mM Fosfato de Sodio, 5 mM de Cloreto de Potéassio, 0,15 mM Cloreto de Calcio,
50 mM HEPES, pH 7.3) e suspensas em 1 mL do mesmo tampéao, as células foram
transferidas para cubeta de eletroporacao de 0,2 mm resfriada em gelo.

Para transfeccdo em T. cruzi foram adicionados 50 pg do plasmideo as
células. Para eletroporacdo utilizamos o programa U-33 do eletroporador
Nucleofector™2b (Lonza). Em seguida, as células foram transferidas para garrafas
de cultura de 25 cm?® contendo 10 mL de meio LIT adicionado de 100 pl de solugéo
de penicilina + streptomicina (10000 U de penicilina + 10000 pg de streptomicina /
mL) e incubadas a 28 °C durante 24 horas. ApoOs este periodo, o processo de
selecao dos parasitas foi feito pela adigao de 500 ug/mL de G418. Aproximadamente
apos 5 dias da adicdo da droga, foi feita uma diluicdo de 1:10 dos parasitas em meio
LIT contendo 500 pg/mL de G418.

As culturas foram cultivadas com passagens regulares até que se observou a

inibicdo total do crescimento celular na cultura controle.

4.7.2.2.  Single Cell Sorting para selec¢éo clonal de T. cruzi

Em uma placa de 96 pocos, o equivalente a 100 ul de meio LIT acrescido de
100 pg/mL de ampicilina, 10 ug/mL de gentamicina, penicilina/streptomicina 1X e
500 pg/mL de G418, foram dispensados individualmente em cada pogo com o0
auxilio de uma pipeta multicanal. 10 parasitas na forma epimastigota em
crescimento exponencial foram diluidos em 1 mL de PBS 1x e a separagcdo em
células individuais por poco foi realizada em citbmetro de fluxo.

Os experimentos foram realizados em citdbmetro de fluxo BD FACSAria™ i

(plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz — PR).
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4.8. MICROSCOPIA OTICA

4.8.1. Imunofluorescéncia indireta

As laminas foram preparadas com 0.1% poli-L-lisina e os parasitas foram
centrifugados a 2.000 x g, lavadas duas vezes e suspendidos em PBS 1x.
Posteriormente, foram fixados em para-formaldeido 4% e aderidas por 20 minutos
nas laminas previamente preparadas e, em seguida, as laminas foram lavadas com
PBS, e entdo foi adicionada uma solucdo de Triton X-100 0,1% durante 90 segundos
para a permeabilizacdo dos parasitas. Posteriormente, as laminas foram lavadas em
PBS e bloqueadas com PBS-BSA 1% por 16 horas a 4 °C em camara Umida. Apos o
periodo de bloqueio, as laminas foram lavadas e incubadas por uma hora a 37 °C
com anticorpo primario produzido em coelho ou camundongo, diluido 1:500 em PBS-
BSA 4%. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS e incubadas por uma
hora a 37 °C com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho e/ou de camundongo
conjugado com Alexa 594 e/ou Alexa 488 diluido 1:600 em PBS-BSA 4%. Para a
coloracdo do material genético nuclear e do cinetoplasto foi acrescentado DAPI (5
mg/ml) em temperatura ambiente por 15 minutos, seguido de 3 lavagens com PBS.
Foi entdo adicionado N-propil-galacto 0,1 M e as laminas foram lacradas utilizando
laminula de microscopia e selador. As laminas foram analisadas na plataforma de
microscopia do ICC. As imagens bidimensionais foram obtidas no microscopio de
fluorescéncia Nikon 80i com sistema de camera CoolSnap PROcf (Media
Cybernetics) e analise com Image Pro-Plus v. 4.5.1.22 (Media Cybernetics). As
imagens com maior resolugdo foram obtidas a partir do microscopio confocal Leica
TCS SP5 1.
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4.9. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

4.9.1. Processamento para Epon® (LUFT, 1961)

Os parasitas na forma epimastigotas em fase de crescimento exponencial
foram coletados, e as células foram lavadas por 3 vezes em tampao Cacodilato e
fixadas por 1 hora em temperatura ambiente, em solucdo contendo 2,5% de
glutaraldeido, 4% de paraformaldeido e Cacodilato 0,1 M pH 7,2.

Em seguida, foram lavadas 3 vezes em tampdo Cacodilato 0,1M
(Glutaraldeido 25%, Paraformaldeido 10%, Cacodilato 0,1M e &gua destilada),
centrifugando a 2500 rpm por 10 minutos. Apés lavagens, os parasitas foram fixados
por 1 hora com 1% tetroxido de ésmio (diluido em tampéo Cacodilato 0,1M) e 0,8%
ferrocianeto de potassio. Lavando novamente as células por 3 vezes em tampéao
Cacodilato 0,1M.

As células foram desidratadas gradativamente por 10 minutos cada em
acetona 30%, 50%, 70%, 90%, 100% e 100% novamente.

Os parasitas foram emblocado em resina Epon e acetona em proporcéo de
1:1 por aproximadamente 16 horas. ApGs este periodo a solucdo de resina e
acetona foi substituida por resina pura, ficando um periodo de 8 horas e sendo
substituido por resina pura novamente e incubando em estufa a 60°C por no minimo
48 horas.

Cortes ultrafinos foram obtidos com um ultramicrétomo Leica Reichert
Ultracuts. Os cortes ultrafinos foram coletados em grades de niquel e incubados
durante 30 minutos com PBS 1x pH 7,4 para hidratacdo dos cortes. Apos hidratacéo
os cortes foram incubados por 45 minutos em solugcéo de cloreto de aménio 50 mM
diluido em PBS 1X para bloquear ligacdes inespecificas a grupamentos aldeidicos
livres. A contrastacdo foi realizada durante 20 minutos com acetato de uranila (5%
em agua) e 1 minuto em citrato de chumbo. As amostras foram observadas em
microscopio eletronico de transmissdo JEOL JSM-1400PIlus operado de 80 a 100
kV. O processamento das amostras e a captura das imagens foram realizados na

plataforma de Microscopia do Instituto Carlos Chagas (PDTIS/ Fiocruz).
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4.10. IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS PROTEICOS

4.10.1. Conjugacéo do nanobody anti-GFP as esferas magnéticas (CRISTEA et al., 2005)

Inicialmente, bactérias Escherichia coli linhagem Arctic Express (DES3)
(Agilent) transformadas com o vetor pET21-pelB-VHH foram utilizadas para a
inducdo, expressao e purificagdo de nanobody recombinante a-GFP, conforme
descrito em Fridy et al.,. (2014). Assim, foram utilizados 20 mg de esferas
magnéticas Dynabeads® M-270 epoxy (Life technologies) que foram lavados com 1
ml de tampao fosfato pH 8,0 100 mM e suspendidas em 100 pyl do mesmo tampéao
fosfato. Foi acrescido nanobody anti-GFP ou anticorpo anti-proteina A (Sigma-
Aldrich) na concentragdo de 10 ug de anticorpo ou nanobody para cada mg de
esferas magnéticas num volume final de 200 ul. 100 ul de sulfato de aménio 3 M foi
acrescido lentamente para evitar precipitacdo de proteinas. Essa mistura foi
incubada, durante 72 horas a 30°C sob agitacdo constante de 200 rpm. Apés isso,
foram lavadas sequencialmente com 1 ml de cada solucdo: tampéao fosfato pH 7,4
100 mM; Glicina pH 2,5 100 mM; Tris-HCI pH 8,8 10 mM; Trietilamina 100 mM,;
solucdo de PBS; Triton X-100 0,5% em PBS e, novamente, solucdo de PBS. As
esferas foram suspendidas em 100 ul de PBS e estocadas a 4°C até o momento do

uso.

4.10.2. Preparacao do extrato proteico por lise por detergente

Para a obtencdo dos complexos proteicos de T. cruzi, 5 x 108 parasitas foram
centrifugados por 5 minutos a 5000 x g e lavados com PBS 1x. As células foram
lisadas com 1 ml de tampé&o citrato contendo 50 mM citrato de sédio, 20 mM Hepes,
1mM MgCI?, 10 uM CaCl?, 0,5% Triton X-100 e inibidor de protease (COMPLETE
Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablet, Roche), seguido por sonicagdo em poténcia
20% por 1 segundos no sonicador Ultrasonic Processor (Cole-Parmer). A lise dos
parasitas foi verificada em microscopio Optico e o extrato proteico foi obtido por
centrifugacéo a 20.000 x g por 10 minutos a 4 °C.
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4.10.3. Isolamento dos complexos proteicos

Aos extratos proteicos solubilizados em tampéo citrato, foram adicionados 3 pl
da esfera magnética conjugada com nanobody anti-GFP, previamente preparado
conforme descrito no item 4.10.1, a suspensao foi incubada sob agitacdo constante
a 4°C durante duas horas. Em seguida, as esferas magnéticas foram lavadas trés
vezes em tampéao citrato de suspensao contendo citrato de sédio 50 mM, Hepes 20
mM, MgClz 1mM, CaClz 10 pM, Triton X-100 0,1% e inibidor de protease
(COMPLETE Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablet, Roche). A eluicdo das esferas
magnéticas foi realizada com 15 ul de tampao de eluigéo (SDS 2% e Tris-HCI 20 mM
pH 8,0) e 15 ul de tampéo de amostra 4X fervido a 72°C durante 20 minutos. Em
seguida, o conteudo foi centrifugado durante 1 minuto a 1000 x g, o sobrenadante foi
coletado com o auxilio de uma estante magnética, transferido para outro microtubo e
analisado em gel SDS-PAGE, conforme descrito no item 4.5.2, corado pela técnica
de coloracdo por nitrato de prata, conforme o item 4.5.2.2, e por western blot (item
4.11).

4.10.4. Analise por espectrometria de massas

As amostras de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP foram processadas pela
plataforma de espectrometria de massas do Instituto Carlos Chagas — FIOCRUZ/PR.

Apobs separacao das proteinas eluidas do procedimento de captura por afinidade por
SDS-PAGE, cada canaleta do gel foi excisada e desidratadas com etanol 100% e secas
numa centrifuga de vacuo. Apés reducao com DTT 10 mM, bicarbonato de aménio 50 mM,
as amostras foram alquiladas com iodoacetamida 55 mM, bicarbonato de aménio 50 mM. Os
géis foram lavados em tampéo de digestao (bicarbonato de aménio 50 mM), desidratados
com etanol a 100%, e secas numa centrifuga de vacuo. Em seguida, os géis foram
incubados com 12,5 ng / ml de tripsina (Promega, V5113), bicarbonato de aménio 50 mM a
37 ° C durante 18 horas. Apos a tripsinizacéo, foi adicionado solucdo de extracdo (agua,
acido trifluoroacético (TFA) 3% e acetonitrila 30%).

Os peptideos foram extraidos da matriz do gel, concentrados em centrifuga a vacuo e
dessalinizados usando colunas C18 (Stagetip — Stop and Go Extraction in Tip).
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A andlise por LC-MS/MS (Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas em tandem) em um sistema Thermo Scientific Easy-nLC 1000 acoplado a um LTQ
Orbitrap XL ETD (Plataforma de Espectrometria de Massas RPTO2H / Instituto Carlos
Chagas — FIOCRUZ/PR). A separacdo de peptideos foi realizada em uma coluna
compactada interna de silica fundida de 15 cm (75 um de didmetro interno) com resina
ReproSil-Pur C18-AQ 1,9 um de fase reversa (Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch-Entringen,
Alemanha). As execucdes de cromatografia foram realizadas com uma taxa de fluxo de 250
nL / min de 5 a 40% de MeCN em 0,1% de &cido férmico, 5% de DMSO em um gradiente de
120 min. O espectrdbmetro de massa operou em um modo dependente de dados para
alternar automaticamente entre a aquisicdo MS e MS / MS (MS2).

Os espectros de varredura completa de MS (na faixa de 300 - 2.000 m / z) foram
adquiridos no analisador Orbitrap com resolucéo de 60.000 em m / z 400 (apds acumulacdo
para um valor alvo de 1.000.000 no C-trap). Os doze ions mais intensos foram isolados
sequencialmente e fragmentados usando dissociacdo induzida por colisdo em um valor alvo
de 30.000. A coleta da lista de picos, identificacdo, quantificacdo e validacdo de proteinas
foram feitas usando a plataforma MaxQuant (versdo 1.5.5.1), que inclui o algoritmo
Andromeda para pesquisa de banco de dados. Parametros padrdo do software foram
usados para todas as etapas de andlise, a menos que indicado de outra forma. As proteinas
foram identificadas por busca automatica em banco de dados de sequéncias de proteinas T.
cruzi CL Brener (contendo 19242 sequéncias de proteinas, baixadas em 10 de agosto de
2016 da Uniprot) e anexando-as as sequéncias forward. Esta base de dados foi
complementada com contaminantes frequentemente observados (tripsina suina,
Achromobacter Iyticus lisil endopeptidase e queratinas humanas) e suas sequéncias
invertidas.

A quantificacdo de proteinas foi realizada com base no numero de peptideos
identificados e na intensidade (soma da area dos picos tridimensionais dos peptideos obtidos
no MS). As andlises de dados de TcAPI5, TcFOP, TcNTF2LL e TcHYP foram realizadas
com base nas médias de todas as réplicas e comparando a intensidade entre as amostras

alvo e o controle. Foi considerado um fold change = 2 para selecionar as proteinas
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4.11. ENSAIO DE WESTERN BLOT (TOWBIN, STAEHELIN E GORDON, 1992)

As proteinas separadas em gel SDS-PAGE foram transferidas para a
membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham Biosciences) através de voltagem
de 20 V por 16 horas a 4 °C em tampéo de transferéncia para Western blot (Tris-
base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%). A membrana foi entdo corada com
solugcéo de Ponceau S para verificacdo da transferéncia, posteriormente descorada
em agua bidestilada e incubada em solucéo de bloqueio (PBS 1X; Tween 20 0,05%;
leite em po6 desnatado 5%) por uma hora com leve agitacdo a temperatura ambiente.

Em seguida, foi adicionado anticorpo primario especifico na diluicdo desejada,
e a incubacao foi mantida por uma hora a 37 °C com leve agitacdo. Para revelagéao
por fosfatase alcalina, apds a incubacdo do anticorpo primario, a membrana foi
incubada por uma hora a 37 °C sob leve agitacdo com anticorpos anti-IgG de coelho
ou camundongo (Promega) conjugados com a enzima fosfatase alcalina na diluicao
de 1:10000 em PBS-Tween 0,05% e ap0Os o periodo de incubacéo, foi novamente
lavada por trés. A reacdo imunoenzimatica foi revelada com os substratos NBT
(NitroBlue Tetrazolium) a 50 mg/ml (Promega) e BCIP (Bromo-Chloro-Indolyl
Phosphate) a 50 mg/ml (Promega) em tampéao da fosfatase alcalina (Tris-HCI| 100
mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCI2 5 mM). Apdés a revelacdo, esta reacao foi
interrompida por solugédo de EDTA 100 mM.

Para revelacdo por fluorescéncia, a membrana de nitrocelulose, incubada
previamente com o0s anticorpos primarios, foi incubada por uma hora a 37°C sob
leve agitacdo com anticorpos anti-lgG de camundongo ou coelho conjugados com
fluoréforo, que quando excitados em um comprimento de onda especifico (700 ou
800 nm) produzem fluorescéncia. As imagens foram obtidas no aparelho Odyssey
(Li-cor).
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4.12. SILENCIAMENTO GENCICO POR INTERFERENCIA DE RNA (RNAI) DE
GENES DE T. BRUCEI ORTOLOGOS AOS GENES IDENTIFICADOS EM
T. CRUZI

4.12.1. Escolha dos alvos para os ensaios de RNAI

Com o auxilio da ferramenta RNAIit da base de dados do Trypanofan -
Genodmica funcional de T. brucei (http://trypanofan.path.cam.ac.uk/trypanofan/main/)
(REDMOND; VADIVELU; FIELD, 2003), foi determinado pelo programa, fragmentos
com 546 pb, 524 pb, 528 pb e 434 pb do mRNA para alvo nos ensaios de RNAI para
TbFOP, TbAPI5, TONTF2 e ThHyp, respectivamente.

Nas extremidades 5 dos oligonucleotideos iniciadores de TbFOP, TbAPI5,
TbNTF2 e TbHYP foram inseridos sitios de restricdo para a enzima Xbal (NEB). As
regides utilizadas para o desenho dos oligonucleotideos iniciadores e as respectivas

sequéncias estao ilustradas nas figuras 18.
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TbFOP

ATGCGCCGAGACGACTTCGACCGCAGGCGTCTTCGCGACTTGTACGACCGGAACGTGCGCCGCGTCCGGGCACTTGCTGAAGCGCGGGATC
AACGAAGAAGTGACAGGGARGATGATCTCCCAGCACCACGTCGCTACCTTGTCAGTGAGCGCCGGACACGGCTTGAGGGTTTCGGGTATGG
TGACCGCCAGGTCCGCAGAAGCCGCCGTTCCCGAGATGGGGAACGTAGCCGACGCTTCAGCGACCGGCGCCTCTTCCGACGCAGTGCTGCG
GACCGCTTTGCGCGGGATGAGGACATTGAGCGGCAGCTGCGTCGCGAGCGGAGGGAACGTTTGCTCCGCCTGGAACGACTTGAACGACTCG
AGCGCTTGGAGCGCCGTGATCGTCTGCGTGAGCGGTTGCCTCTGCGCGGCGGAGTGGCCATGGGCCGTCTTCGTCGGCGTCTGGTGGAAGG
GAGGCGACGCAGACTTCAACGCGAGAACGACCGCCAGCGGCCCCAGCAGCAACCTCAGCGCAGGARACTGGATGACGAACTGTTACAACGT
ACCAACCGCTCCTCCCGTGGAGGCAACAACTCCGCACACAATAAAAAAGAAGGGGCTCGCAGAAGTGGGCCCATGACGCGCGAGGGTCTTR

CCGAGGGGCGGCTTGA

TbAPI5

5’ ATGCCGGTTAAGAAGAAGGTTGCAACCGCAAAGAATGATGAAAAGGAGGATCTCACCACTTCCCCGGTGATGGCAGCAGAAACGACGCC
GACTGCGTCTTCGCCAACAATGCARCATTTGGACACCCCTCAAGGCACAACTTCCGCCTCCGAATTGTACGCCGTGCTGCAGGCTGCCGTT
GCGGAAGATCCCGCGAAGGTGAACGATTTCGCTGAGGAAATCGCACAGACGTTTGTAGAGGCAGAGAAGGCGGAAACTCCACTGCTGCTGC
GCGTGAGGATGCTCGAGTTCTTTGCGAAATACGGACAGCATATGCGCGACGGTAATGCACTCAAAAAGGTGGTTACCTCTCTCGTGARAAT
ACTCAGCGGACCCGATAATACCCAACAGTTGTTGGTTGCGGCAGTGCAGGGCATTGCTGCGCTCGGTCCCGTTTCCATGCTCGATARARAR
TGGGAGTACCTGTCCCGTGAGGGGGCGGATGTGTTGATGCAGGTGATGATTGACGAARACGGCTTTGCTGAACCTGTTCGTTCAGCAGCCT
CARAGGCGCTGGATACACTCGTARGCACGGCGTTTCGTCCGGTTGTCACAARACTGCTACATTGGTTAAGCGATGATCGTGAAGCCGAGGA
AGAGGATCAATTACAGAAGGAACGCCGCACAGCTATGGCTCGTTTGAGGAAGGTGGCGCARACGGCATCGTTTCGTCCGCAATGGACAGAG
GARATTCAGGAGCACGTACTCGCTCTCATCATCCGTGTTCTCTCTGCTGTTACCATAACAGAGTTTGCCCARCTCGCACGGATAGCAGCGT
CACTACCTTCTGTTGAGGAGAAAAAGGGTTTGCCGCTCCTTACCGCTTTTTTGGCCAGCACCAAACTCAACACCGATCGTGCACTTGAGTC
ACTCAGTCTGGTTGCACAGCACGTGGGCGCTGTTGCATATGATCTTACCCCTATGCTAGATGAGGCCGGACTGCTTTCCGCACCGGTCGAC
GGTACGACAGTTAGGGGAATGTGGCATGCGAAGCTACTCCTCCTCGCCGCGCGCTCAGCAACACCTGAAAACACGGACACGCTGTATARAA
CTCTTCTAGAACATGTIATCARCCTTATAGGCGATGGARAC . CCTTGCCCGAGTATTTAACGACGCTTGAGGCACTTCTTCTTGCTCTCAC
TTCTGTTGGCCAGARGAAACCTCTGGATTTTGTAAAACAGCTTAAAGACAAACAATTCACAGCGAAGTGTCGTAATATGCTGGCAGCTGTG
GAGAAGGTGGAACCCCTCCTCATCTACGCTGTGAAGCGACTGGTGCAGAAGTCATCAGCGGGAGCGAAGGAGGCTGAGATGTTGGGTTCCT
GCCACAACCTCCGCATCATTTTGTCATCCTTTTCCTCCAGTCACATTCCTATGGGCGCCATCACGGARAGTTGGGCCCACAAACACAAGTT
GCCCGTCCTTCGGCAGGGTCGTGAGGGGCTGCTACCATCCGCTAAGGGAGGGCGTTCTGGCTACGACGCTCAGCTTCCAGCAGTTAACAAG
AGACCCCGCACTGAATCGAATTACAGGCCGCAGAGCARTAGAGGGTCCAGCAGAGACCTCC A RCCARCARGTCCTCETTGCARGTATTAR
3 r

TbNTF2

5’ ATGTCCATTACACAAAGTGCACTCGGTCGCGAATGGGGTGTGGTGGCATGTGGCTTTCTCGTTACGTACTACCGCGAGTTCACCAAGGA
AGGGGARCCGCTAGCCCTCCTTGACATGTATGCCGACAACTCCCATGTGGTTTATGCGGAATACAATGAARATGTGGCACARATCGTACGC
GGCCGCCATGAGATCCTCCAACACCTTGAGAAGATGGACGCAGCGCTAGGGCGACGTAAGGTTGAGGTTCGCTTCGCCGACTTCAGCCCTA
TTGCGGGCGGCAGCGTGCTCATTGTAACTCAGGGTATTATGTACGT TCGTGGATCACGGAAAGT TTTCACTCAATCCTTCGTTCTCGCACC
CACGCCAAATCGTAGCAATACATACCACATAGCAAGCGAATATTTTCGTGTGCTGCACGTGGAGATGGAACGCATTCCTGAAGGCAGTATC
ATAATGACACCTGTGCAGGTCGCTCAGCACCTTCTTGGCGAGCAAGAGAGGCGAAAGAGGGARGAGGAAGCACGCGAGCATTTTCTGTTCC
TTCAGAAGCAARAAGAGGAGCAACAGCAACAGCAACAACAAATGCTACAGTGTGCGGATGCAGAGATGGTGAAACAACAGGAGAATGACCG
CGCACTCGCTGCGGAAAATCAGAGTGAAGCGTGGGACAAGCACCCACGTGGACAGGACCGGCGGATGGGTAGGARAGACTACAGAAACCGT
GCACCTGCAGGGGCACGCAGTGAGGGTGTGGAAGAGAGGAAAGAGCGTGCCGAATGGGAGATGGGAAAACCCACCGAATCGAGGACAAATG
AGGCTGAGGACGACACTGCAGGTGAGGGTAACGARCGCAACCGATGGGAACARCCARGGCGGAGTGAACCGCACAAACGTCCAGAGCGCGT
TAAGAGGAATGAAGGGGGTCGGCGTGCAGAAGGCAATGATCARAATGAGGTGGGACGCCCTGAACGARAAGATCGCCGGGATGCGGARRGA
GAACCTCGGGATGGCGAAAGCCGCCGGGGTCATTGGGGCCGCAATGAAGAARAGGTCGATAACGTGGATACCGCTGACAATACACGTGTAA
CCGAGGGAGACGCTGCCCGTTCCACAGGGGCTGCTGGAGCGGCTTCTGAAAGGACCCGCCGCAACACTTTCAACAACCGCCCGCGCGACCG
ATTTAGGAACCGTGAGCTGCAACAGGAACAACAACCCGCCGCCCCCGCCGATTCAGCGEBETGECETTCCTGCARCTTCCAGCGCTGCAGAC
AATAAAGGTGATGCCGGCAGGAACGATCATAAACCCCTCCCCCGCTCGGAAGCCAACAGAAGAGGTCCCGGAGGAAGCARAGAGGCGAAGA
ACAACAAAAAAGAGGCGTGGGCCAGTGAGAAAAACGATGCCAACAATGGTGGCGCCGCTCCTGATGCTGCTGCGGCAGAGGAGAACGTAAC
CCCCGCTGAACAACGGAAGAAGTTTCCACGGAGCAGGGCTGATAAAAAAATTGCCGGTGAAGGCACCAGACTGGAGCACAGGAAAGGTCCG
ACGGACCATGTGCGGCTAATAGATGCACCAAAGGGCCAAAATGAACAAATTAGTGCTGCAAT TAAGCGAATAACTGGTGAAGAACCAAAGA
AAGTTGTTCCGTTTGGTCGCGGGAARCGACATTGTGTGCCAATTAAGCACGGARTCAGCCGCCGAGGCTTTGTTGGAGAAACCGCCCGTGGT
GAATGAGTGTGCACTCAGGCIGGCACCETICTATCCCTAG 3

TbHYP

5’ ATGGARATCATTGATCGGCCCCTARGTGARATC . TCAAGGAGCAAAACATTGCCCAGTCCCTGCGCCGCARCCGCCGAGGGGGGARAGG
CAACCAACAGCAACGGCCGAGAGGAGGAGCTCGGGGCGCCGTGACTGGTGGCAACCGTGGCGTGTCGAGACCCCGTCGTGGTTTGGGACGT
GACCGCTTCAGAGAAGTGGACCGCCGTCGGCTCTTGTCACGGCGCCCTGATGGCCCCTTCCGCCGCTTCCGACCGTCATATGGCCGCGTAT
TGGAGAGGCGTCGTAATGCCGTGGATTACGGTGATGTGAGGTCGCGCCGCTCCGTGARARAAGCACCGATTATTTGCGTGAGCGCCGCCTCTC
CGGTTCGGAACGCAACGAACGCCTCCGGTACCAGCGCCGTCGCGAAGAACTCTCCCGCGTCCGCTCEEEETICICACCTCATTGA 3

FIGURA 18. REGIOES UTILIZADAS PARA DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS
INICIADORES DE TbFOP, TbAPI5, TONTF2 E TbHYP. Sequéncia de nucleotideos dos genes de
TbFOP  (Th927.6.1470), TbAPI5 (Th927.7.2240), TbNTF2 (Tbh927.10.2240) e TbHYP
(Tb427.04.3060), respectivamente. As letras em vermelho delimitam a regido escolhida através da
ferramenta RNAIt, utilizada para desenho dos iniciadores, Forward (F) e Reverse (R), destacados em
verde
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A escolha dos alvos para clonagem em vetor p2T7-177 de TbFOP
(Th927.6.1470) e TbAPI5 (Th927.7.2240) foram feitas previamente (DOMINGUES,
2017)

4.12.2. Amplificacdo por PCR das sequéncias alvo para RNAi de TbFOP, TbAPI5, ToNTF2 e
TbHYP

Para as reacdes de amplificacdo por PCR dos fragmentos, foram utilizados
100 ng de DNA gendmico de T. brucei, em um volume de reagéo de 20 pL contendo:
tampéo de reacdo, MgClz2 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 10 pmol de cada iniciador

F e R, descritos na tabela 4, e Tag DNA polimerase 2,5 U (Invitrogen).
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TABELA 4. OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS PARA A AMPLIFICACAO E CLONAGEM DOS FRAGMENTOS GENICOS DE DE
TbFOP, TbAPI5, TONTF2, TbHYP. Na tabela estao presentes as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores forward e reverse, utilizados para a obtencao
dos fragmentos utilizados para os ensaios de interferéncia por RNA. Em vermelho destaca-se o sitio de clivagem pela enzima Xbal (NEB), inserido na

extremidade 5.

Produto de _ ] o ] Tamanho do . _
o Oligonucleotideos Sequéncia nucleotica Padréo de ciclagem
amplificagéo fragmento
TbFOP Forward 5’ CGCTCTAGAAGATGATCTCCCAGCACCAC 3’ Holding 94°C 2
TbFOP (Th927.6.1470) 546 _
TbFOP Reverse 5’ CGCTCTAGAAACCGATCCAACTGCTCATC 3’ Desnaturagdo 94°C 30
v
o ° 77
TbAPI5 Forward 5" CGCTCTAGATATGAACCTTATAGGCGATGGAAAC 3° 2 Anelamento 58°C 30
TbAPI5 (Th927.7.2240) 524 Q _
TbAPIS Reverse 5’ CGCTCTAGAACTTCCAACCACGACTTCTTCCT 3° Extensdo 58°C 45
TONTF2 TbNTF2 Foward (F) 5’CGCTCTAGAGCTGCCGTTCCTGCAACTTCCA3’ Holding 72°C 10’
528 pb
(Tb927.10.2240) TbNTF2 Reverse (R) 5'CGCTCTAGACTAGGGATAGAACCGTGCCA3’
ThHyp Foward (F) 5’ GATCGGGCCCGGTACCATCGGCCCCTAAGTGAAATC 3’
TbHyp (Tb427.04.3060) 434 pb
ThHyp Reverse (R) 5’ GATCTCTAGAGGATCCTCAATCACGTGAGAAGCGG 3’

Foi adicionado um holding de 72°C por 10 minutos, que permite a adicdo de adeninas a extremidade 3’ do produto da amplificagdo necessario para

clonagem em vetor p2T7-177 (WICKSTEAD et al., 2002)
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4.12.3. Clonagem em vetor p2T7-177 (WICKSTEAD et al., 2002)

Os insertos obtidos por meio de clonagem em vetor pGEM® — Teasy
(Promega), foram previamente digeridos com Xbal (NEB), purificados e entéo

ligados ao vetor p2T7-177, cujo mapa estd ilustrado na figura 19.
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FIGURA 19. MAPA DO VETOR p2T7-177 UTILIZADO PARA ENSAIOS DE RNAi. T7 prom:
Promotor de T7 RNA Polimerase induzido por tetraciclina. T7 term: Terminador de transcricdo. 177:
Seqiiéncia repetitiva de 177 pares de bases para alvo de inser¢do em minicromossomos. Phleo: gene
de resisténcia a fleomicina. GFP: Proteina Green Fluorescent Protein, os sitios para as enzimas de
restricdo estdo indicados. AmpR: gene de resisténcia a ampicilina (FONTE: WICKSTEAD; ERSFELD,
K.; GULL, 2002).

Para as reacoes de ligacéo, foram utilizadas a relagéo de 1:10 pmol de vetor
p2T7-177 e inserto. A reagdo ocorreu com 1 U de T4 DNA ligase (Invitrogen)
confome protocolo do fabricante. Esta reacao foi incubada a 16 °C durante 18 horas
e posteriormente utilizada para transformar E. coli DH5a quimiocompetentes, como
descrito no item 4.6.4.2. As bactérias transformadas foram cultivadas em LB
contendo 100 ug/mL de ampicilina, resisténcia conferida pelo vetor p2T7-177. Para a
confirmacgéo dos clones positivos, as colbnias isoladas foram analisadas por PCR
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conforme citado no item 4.6.4.3 utilizando os iniciadores especificos dos respectivos
fragmentos.

Os plasmideos correspondentes aos clones positivos foram purificados
através do sistema HiSpeed® Plasmid Midi Kit (QIAGEN), conforme instrucbes do

fabricante.

4.12.4. Clonagem em vetor p2T7-111/LacZ

Alternativamente, foi utilizado um vetor p2T7-177 modificado com insercao do
gene LacZ que expressa [(3-galactosidase e permite a selecdo pela coloracdo de
coldnias azul ou branca, conforme anteriormente descrito. Assim para clonagem
direta do produto de PCR em vetor p2T7-177/LacZ, foi feita uma reacéo de ligacdo
utilizando a proporcao de 50 ng do vetor p2T7-177/LacZ para 500 ng de inserto. A
reacdo de ligacdo foi utilizada para transformar bactérias E. coli DH5a
quimiocompetentes conforme descrito no item 4.6.4.2, ap6s a confirmacéo de clones
positivos por PCR de col6nia, item 4.6.4.3, o DNA plasmidial foi extraido e
linearizado com o auxilio da enzima de restricdo Notl e transfectado em T. brucei

conforme descrito no item 4.12.5. O mapa do vetor estd ilustrado na figura 20.
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FIGURA 20. MAPA DO VETOR p2T7-177/LacZ UTILIZADO PARA ENSAIOS DE RNAIi. T7 prom:
Promotor de T7 RNA Polimerase induzido por tetraciclina. T7 term: Terminador de transcricdo. 177:
Sequiéncia repetitiva de 177 pares de bases para alvo de insercdo em minicromossomos. Phleo: gene
de resisténcia a fleomicina. GFP: Proteina Green Fluorescent Protein, os sitios para as enzimas de
restricdo estdo indicados. AmpR: gene de resisténcia a ampicilina (FONTE: WICKSTEAD; ERSFELD,

K.; GULL, 2002). NOTA: A Regido onde esta o fragmento de GFP (GFP fragment) sera substituida
pelo fragmento do gene amplificado que sera induzido por tetraciclina no sitio Tet.
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4.12.5. Transfeccao e selecdo de transfectantes

4.125.1. Transfeccdo de T. brucei por eletroporacéo e selecéo de transfectantes

Para cada transfeccdo de T. brucei cepa 29-13 (WIRTZ et al., 1999),
aproximadamente 10 ug dos plasmideos foram linearizados com a enzima Not |
(New England Biolabs), conforme descrigéo do fabricante e a reagéo foi incubada a
37 °C por 16 horas. Essa linearizacdo € necessaria para a integracdo do vetor em
regides repetitivas de repeticbes 177 de minicromossomos dentro do genoma do
parasita (WICKSTEAD et al., 2002).

Os plasmideos linearizados foram transfectados em T. brucei com o auxilio do
eletroporador Nucleofector™2b (Lonza), utilizando o programa X-001 pré-
estabelecido na programacdo do aparelho. Como controle, foi realizada a
eletroporacao de células sem adicédo de plasmideo recombinante.

Em seguida, as células foram transferidas para garrafas de cultura de 25 cm?3
contendo 10 mL de meio SDM-79 suplementado com 10 % de soro fetal bovino,
acrescido de 15 pg/ml G418, 50 ug/ml Higromicina e 5 ug/ml Fleomicina e incubados
em estufa de CO2 5% a 28°C.

As culturas foram cultivadas com passagens regulares até que se observou a

inibicdo total do crescimento celular na cultura controle.

4.125.2. Single Cell Sorting para selecéo clonal de T. brucei

Em uma placa de 96 pocos, o equivalente a 100 pl de meio SDM-79 acrescido
de 100 pug/mL de ampicilina, 10 pug/mL de gentamicina, penicilina/streptomicina 1X e
5 pg/mL de Fleomicina, foram dispensados individualmente em cada po¢o com o
auxilio de uma pipeta multicanal. 10® parasitas na forma epimastigota em
crescimento exponencial foram diluidos em 1 mL de PBS 1x e a separagdo em
células individuais por poco foi realizada em citdmetro de fluxo.

Os experimentos foram realizados em citdbmetro de fluxo BD FACSAria™ i

(plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz — PR).
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4.12.6. Inducéo de RNAi em Trypanosoma brucei

A inducdo do RNAI foi realizada com adicdo de tetraciclina 2 pg/mi
diretamente nas culturas de células. Como controle negativo, culturas de células

sem tetraciclina foram cultivadas nas mesmas condi¢des.

4.12.7. Curva de crescimento para Trypanosoma brucei

Com intuito de manter a cultura dos transfectantes sempre em fase
logaritmica de crescimento, 5 x 108 parasitas/ml foram cultivados durante 24 horas e
repicados para a mesma densidade celular inicial durante 5 dias, em meio SDM-79
suplementado com 10 % de soro fetal bovino, acrescido de G418 15 ug/ml,
Higromicina 50 pg/ml, Fleomicina 5 pg/ml, em culturas induzidas com tetraciclina e
nao induzidas. As contagens das culturas para curva de crescimento tipo “serrote”

foram feitas em triplicatas técnicas.

4.12.8. Validacéo do ensaio de RNAI por PCR quantitativa

O RNA total foi extraido a partir 10° células utilizando TRIzol™ Reagent
(Invitogen) e tratado com RQ1 (RNA Qualified) RNase-free DNase (Promega) de
acordo com instruc@es do fabricante. Para a obtencéo do cDNA utilizou-se o sistema
da transcriptase reversa ImProm-1I™ (Promega) juntamente com 0,5 pg/ul Randon
Primer (Invitrogen), conforme recomendagéao do fabricante.

O cDNA obtido foi utilizado como template para as reacdes de gPCR. Os
oligonucleotideos iniciadores especificos e o padrédo de ciclagem utilizado na gPCR

estao descritos na tabela 5.
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TABELA 5. Oligonucleotideos iniciadores para ensaios de qPCR de TbFOP, TbAPI5, TONTF2 e TOHYP em Trypanosoma brucei

Produto de
Oligonucleotideos Sequéncia nucleotidica
amplificagao Padrao de ciclagem
TbFOP Foward (F) 5'GAGACGACTTCGACCGCAGGC3'
TbFOP
TbFOP Reverse (R) 5'ATCTTCCCTGTCACTTCTTCG3'
Pré-incubacdo | 95°C — 600”
TbAPI5 Foward (F) 5'TGCCGGTTAAGAAGAAGGTTGC3'
TbAPI5
TbAPIS5 Reverse (R) 5'AGTCGGCGTCGTTTCTGCTGC3' 95°C-20”
Amplificagdo |
TbNTF2 Foward (F) 5'CGCTCTAGAGCTGCCGTTCCTGCAACTTCCA3' 55°Cc-20"
TbNTF2 (65x) -
TbNTF2 Reverse (R) 5'CGCTCTAGACTAGGGATAGAACCGTGCCA3' 72°C-20"
TbHYP Foward (F) 5'TGCGCATAATCAAGTCGGACCAA 3’ 95°C - 60"
TbHyp -
TbHYP Reverse (R) 5'TTCCATGCTTGATCGACCTTTCCTT 3’ 40°C- 60"
Melting |
Tb7SL Forward (F) 5'CGCATTGCTCTGTAACCTTCGGG3' 65°C-1"
Tb7SL -
Tb7SL Reverse (R) 5'CCTCAACACCGACACGCAACCS! 97°C-1”
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A gPCR em tempo real foi realizada em triplicata técnica com o SYBR Select
Master Mix (Applied Biosystems) em sistema LightCycle 96 (Roche). O padrao de
ciclagem utilizado esta descrito na tabela acima. 7SL RNA foi utilizado como
normalizador para as andlises de qPCR. A temperatura de melting de 55°C foi
utilizada para todas as reacdes. Os niveis relativos de expressdo de TbFOP,
TbAPI5, TONTF2 e TcHYP foram calculados com o método Pfaffl's (PFAFFL, 2001)

4.12.9. Localizacdo de mRNA por ensaio de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH)

Um total de 10° células foi coletado para cada poco da lamina. Os parasitas
foram lavados em PBS (pH 7,4), fixado com paraformaldeido 4% e aderido em
laminas previamente revestidas com poli-L-lisina.

A permeabilizacédo celular foi feita por incubacdo com HCI 0,2 M (diluido em
PBS) por 10 minutos. O pré-tratamento e a hibridizagdo foram realizados em
condicoes livres de RNAse. Para a pré-hibridizacdo (baseado em Schwede et al.,
2009) as células foram incubadas com tampédo Denhardt 10X, EDTA 1 mM,
formamida 35% em 4X SSC] e suplementado com 0,5 pg/ml de tRNA e 2 mU/ml
RNaseOUT durante 30 minutos a temperatura ambiente.

A sonda de oligo(dT) conjugada a digoxigenina (6 ng/ul) foi diluida no devido
tampéao de pré-hibridacdo para cada parasita e desnaturada por aquecimento a 65°C
durante 3 minutos. A hibridizacdo foi realizada durante 16 horas a 37°C. Como
controle, 100 pg/ml de RNase A foi adicionado ao tampédo antes da hibridacdo da
sonda. Em seguida, as ceélulas foram lavadas com SSC 2X, SSC 1X e PBS duas
vezes cada. A deteccéo da sonda foi realizada por imunofluorescéncia indireta com
anticorpo monoclonal de antidigoxigenina (Sigma-Aldrich, diluicdo 1:300 produzido
em camundongo) e anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a

Alexa Fluor 488 (Invitrogen, diluicdo 1: 600 produzido em cabra).
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5. RESULTADOS

5.1. IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DIVERGENTES ASSOCIADAS A
MAQUINARIA DE EXPORTACAO DE mRNA

5.1.1. Analise de conservacgéo das proteinas alvo

Anteriormente, nosso grupo descreveu duas proteinas envolvidas na via de
exportacdo de mRNA em tripanossomatideos, as quais foram denominadas de
TcSub2 (SERPELONI et al.,, 2011) e TcelF4Alll (INOUE et al., 2014). Visando
identificar outros componentes da via de exportacao, investiu-se na abordagem de
imunoprecipitagdo associada a analises por espectrometria de massas dos
complexos proteicos. Isso permitiu a identificacdo de varias proteinas, dentre as
quais destacamos quatro proteinas hipotéticas altamente representativas nos
complexos proteicos de TcSub2 e TcelF4Alll (INOUE et al., submetido).

Com o auxilio da ferramenta hmmscan do pacote HMMER (EDDY, 1998)
fizemos a predicdo de dominios conservados para as quatro proteinas alvo deste
trabalho.

A proteina com numero de identificacdo TcCLB509033.80 apresenta um
dominio FOP (Friend of PRMT1) (VAN DJIK et al., 2010) na extremidade C-terminal
(FIGURA 21 A). O dominio FOP é constituido por uma regido rica em arginina e
glicina (RGG box, possiveis sitios de metilacdo para a proteina Arginina Metil
Transferase 1 — PRMT1) e dois motivos de ligacdo a UAP56 (Sub2 leveduras)
(UAP56/Sub2 Binding Motif - UBM).

A presenca de um duplo dominio API5 (Apoptosis Inhibitory 5) na extremidade
C-terminal foi predito para proteina com numero de identificacdo TcCLB511807.280
(FIGURA 21 B). Proteinas com esse dominio funcional foram associadas atuando
como fatores anti-apoptéticos. Em humanos, a proteina € superexpressa em células
cancerigenas, cuja expressao impede a morte celular programada que ocorre apos a
privacdo de fatores de crescimento (ESPOSITO et al., 1999; TEWARI et al., 1997,
HAN et al., 2012). Recentemente, Bong e colaboradores (2020) demonstraram que
gue em células de mamiferos, API5 interage diretamente com UAP56 (Sub2) e sua
deplecdo causa acumulo de mRNA no nucleo celular.
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Ja para TcCLB511367.220, foi predito um dominio NTF2 (Nuclear transport
fator 2) na extremidade N-terminal (FIGURA 21 C), este dominio esta presente em
diversos receptores de transporte que interagem com o0 poro nuclear durante o
transporte nacleo-citoplasmatico, como por exemplo, Mex67, MTR2 e proteina NTF2
(FRIBOURG et al., 2001; COOK et al., 2007).

Entretanto, para a proteina com numero de identificacdo TcCLB.506435.150,
ndo foi possivel predizer qualquer dominio conservado com as abordagens

utilizadas.

API5 API5 [ ) API5

NTF2 NTF2

FIGURA 21. BUSCA POR DOMINIOS FUNCIONAIS NAS PROTEINAS HIPOTETICAS DE
Trypanosoma cruzi. Dominios identificados através do programa hmmscan do pacote HMMER
(EDDY, 1998). A) TcCLB.509033.80 apresenta um dominio FOP (Friend of PRMT1) foi em sua
extremidade C-terminal entre os aminoacidos 174 e 207, com e-valor de 7.7e-05 (DOMINGUES,
2017). B) TcCLB511807.280 apresenta um duplo dominio API5 (Apoptosis Inhibitory 5) foi na
extremidade C-terminal entre os aminoacidos 92 e 291 e 339-559, com e-valor de 5.6e-07. C)
TcCLB511367.220 apresenta o dominio NTF2 (Nuclear transport factor 2) na extremidade N-terminal
entre os aminoé&cidos 10 e 133, com e-valor de 1e-06 (Adaptado INOUE et al., submetido).

Por uma questdo didatica, nomeamos as proteinas deste trabalho de acordo
com os dominios preditos para cada uma delas, sendo TcFOP (TcCLB509033.80)
TcAPI5  (TcCLB511807.280), TcNTF2L  (TcCLB511367.220) e  TcHYP
(TcCLB506435.150).

Com o objetivo de avaliar a conservacdo destas proteinas em outros
organismos, utilizamos a ferramenta BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool)
(ALTSCHUL et al.,, 1997), usando banco de dados contendo 121 proteomas
eucarioticos. As sequéncias ortologas previstas foram alinhadas e a reconstrucdo
das arvores filogenéticas foi feita conforme descrito no item 4.1.1. A reconstrucao

filogenética de TcFOP e TcAPI5 demonstrou que esses fatores sao exclusivos de
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tripanossomatideos e Eubodonida (FIGURA 22), e, portanto, sdo fatores especificos

de linhagem.

A [ Tona |TcFOP
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FIGURA 22. FILOGENIA DE TcFOP E TcAPI5. Ortélogos para TcFOP e TcAPI5 foram encontrados
em tripanossomatideos e Eubodonida. Barra indica o niumero de alteragBes estimado (INOUE et al.,
submetido).
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Para TcNTF2L foram identificados hits em outras linhagens, no entanto, eles
nao se agrupam com o clado principal de cinetoplastideo (FIGURA 23). A arvore de
homélogos ao NTF2 enraizada pelo ponto médio mostra dois clados principais
refletindo claramente a grande divergéncia desses dois grupos, um contendo as
proteinas NTF2 do cinetoplastideo e o outro contendo todas as outras (Para mais
informacdes vide ANEXO 1).

Essas observagfes suportam a hipotese de que os cinetoplastideos possuem

vias Unicas para a exportacdo de mRNA.

Kinetoplastida

Euglenozoa
M Viridiplantae
B SAR
B Opistokhonta
B Amoebozoa

0.3

FIGURA 23. FILOGENIA DE TcNTF2L. Ortélogos para TcNTF2L foram encontrados em
Tripanossomatideos e Eubodonida. As cores representam proteinas ortélogas, de espécies
representativas de metazoarios, agrupadas em distintos tipos de clados. Barra indica o nimero de
alteracdes estimado (INOUE et al. submetido).

As informacdes obtidas com a reconstrugdo filogenética de TcHYP
demonstrou que se trata de um fator presente em varias espécies de
tripanosomatideos, entretanto esta ausente em algumas espécies como Leishmania

mexicana, L. panamensis, Crithidia fasciculata e T. grayi. A dificuldade em
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estabelecer a ortologia de TcHYP dentro dos proprios tripanossomatideos € um
indicio da grande divergéncia encontrada.

Duas regides mais conservadas no alinhamento das sequéncias podem ser
observadas (posicdes de 1 a 32 e 238 a 275 (ANEXO 2)) do alinhamento total.
Essas regides devem ser importantes para o funcionamento da proteina, porém

nenhum dominio conservado foi encontrado.
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FIGURA 24. FILOGENIA DE TcHYP. Arvore evolutiva por Anélise Bayesiana (mixed model + G, 339
aa) das proteinas homdlogas a TcCLB.506435.150. Valores de probabilidade posterior sao indicados
préximos aos nés e clados com suporte menor do que 50% foram colapsados. A arvore foi enraizada
pela sequéncia de B. saltans.
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5.2. OBTENCAO DE LINHAGENS TRANSFECTANTES

5.2.1. Clonagem em vetor de entrada pDONR™ 221 da plataforma Gateway® (Invitrogen)

Foram geradas linhagens celulares expressando TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e
TcHYP fusionadas as etiguetas GFP e/ou FLAG nas extremidades N e/ou C-
terminal.

Os genes de interesse foram primeiramente clonados em vetor de entrada
pDONR™221 da plataforma Gateway (Invitrogen). Os amplicons obtidos por PCR,
conforme descrito no item 4.6.2, foram recombinados em vetor de entrada
pDONR™221 conforme manual do fabricante, e a reagdo dessa recombinacéo foi
utilizada para transformacdo em E. coli DH5-a quimio-competente, conforme item
4.6.4.2. A selecao dos clones foi realizada por PCR de colénia, como descrito no
item 4.6.4.3, para verificagdo da presenca do inserto (FIGURA 25).

Vale ressaltar que as linhagens celulares expressando TcFOP e TcAPI5
foram obtidas anteriormente (DOMINGUES, 2017)

FIGURA 25. PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR PARA AMPLIFICACAO DOS
INSERTOS CLONADOS EM VETOR pDONR™221 (INVITROGEN). Gel de agarose 1% apds
coloragdo com solugdo de brometo de etideo. Marcador: 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). (A)
Andlise por PCR de colénia de clones de TcHYP em vetor pDONR™221. +: Controle positivo da
reacdo utilizando como molde DNA genbmico de Trypanossoma cruzi e os oligonucleotideos
iniciadores de TcHYP (459 pb). -: Controle negativo da reacdo. 1-14) resultado da amplificacdo por
PCR de colbnia utilizando os oligonucleotideos iniciadores de TcHYP. (B) Andlise por PCR da
miniprep de clones de TcNTF2L em vetor pDONR™221. +: Controle positivo da reagédo de
amplificacdo por PCR de colbnia utilizando como molde DNA genémico de Trypanossoma cruzi e 0s
oligonucleotideos iniciadores de TcNTF2L (1494 pb). 1-2: resultado da amplificacdo por PCR da
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miniprep utilizando os oligonucleotideos iniciadores de TcNTF2L. Destacados em vermelho os clones
utilizados.

Os clones selecionados para obtengéo das linhagens transfectantes foram
sequenciados utilizando os servi¢os da plataforma de sequenciamento da Fundacéao
Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro). Apos a confirmacédo de que as sequéncias génicas
estavam corretas, os plasmideos recombinantes foram utilizados como vetores de

entrada para recombinacao dos genes em plasmideos de destino.

5.2.2. Clonagem em vetores de destino pTcCGWGFP e pTcGWFLAG (BATISTA et al., 2010;
KUGERATSKI et al., 2015)

Para clonagem em vetores de destino com o objetivo de expressar as
proteinas recombinantes fusionadas as etiquetas, utilizamos duas abordagens.

Para TcNTF2L, fusionamos a etiqueta de GFP na extremidade N-terminal. No
entanto, pelo fato de TcHYP ser uma proteina de pouco mais de 17 kDa, e por ndo
apresentar nenhum dominio conservado, optamos por fusionar sua sequéncia as
etiquetas GFP e FLAG em ambas as extremidades.

Para tanto, os genes clonados em pDONR™221 (pDONR-TCHYP#11 e
pDONR-TcNTF2L#1), foram recombinados aos vetores pTcGWGFP e pTcGWFLAG
(BATISTA, et al., 2010; KUGERATSKI et al., 2015). As reacfes de recombinacao
foram utilizadas para transformar bactérias E. coli DH5a quimio-competentes, e as
analises dos clones positivos foram feitas através de PCR de col6nia, conforme
descrito nos itens 4.6.4.2 e 4.6.4.3 (FIGURA 26). As clonagens em vetores de
destino para TcFOP e TcAPI5 foram feitas previamente (DOMINGUES, 2017)
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FIGURA 26. PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS DE PCR DE COLONIA PARA ANALISE
DE CLONES DE TcNTF2L E TcHYP. Gel de agarose 1% apds coloracdo com solugcéo de brometo de
etideo. Marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). A) Analise de clones de TcHYP em vetores
pTcGWGFPN; pTcGWGFPC, pTcGWFLAGN e pTcGWFLAGN. (+): Controle positivo da reacdo de
amplificagdo utilizando como molde DNA gendmico de Trypanosoma cruzi e os oligonucleotideos
especificos de TcHYP. (-): Controle negativo da reacdo. 1-5: Resultado da amplificacdo de clones
por PCR de coldnia transformadas com vetor pTcGWGFP N-terminal. 11-15: Resultado da
amplificacdo de clones por PCR de coldnia transformadas com vetor pTcGWGFP C-terminal. 27-30:
Resultado da amplificagdo de clones por PCR de colbnia transformadas com vetor pTcGWFLAG N-
terminal. 31-47: Resultado da amplificacdo de clones por PCR de colbnia transformadas com vetor
pTcGWFLAG C-terminal. B) (+) Controle positivo da reacao de amplificacdo utilizando como molde
DNA gendmico de Trypanosoma cruzi e os oligonucleotideos especificos de TcNTF2L. 1-10:
Resultado da amplificacdo de clones por PCR de col6nia transformadas com vetor pTcGWGFP N-
terminal. Destacados em vermelho os clones utilizados.

Apos confirmacdo dos clones positivos, os plasmideos foram purificados e
transfectados em T. cruzi, conforme item 4.7.2.

Foram realizados ensaios de Western blot, conforme descrito no item 4.11,
para a confirmacdo da selecdo das linhagens positivas para expressdo das
proteinas conjugadas as etiquetas. Para esses ensaios foram utilizados os
anticorpos anti-FOP e anti-API5, obtidos previamente (DOMINGUES, 2017) para
identificacdo das proteinas recombinantes TcFOP e TcAPI5, respectivamente. Para

a identificagdo de TcNTF2L foi utilizado o anticorpo anti-NTF2 obtido anteriormente
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pelo nosso grupo. E por fim, para a identificacdo de TcHYP foram utilizados os
anticorpos anti-FLAG e anti-GFP, ambos Invitrogen. (FIGURA 27)

WT FOP
56 kDa
26 kDa

c WT NTF2 D

A

B wWT API5

91 kDa -<«TCAPI5 recombinante

61 kDa <«TcAPI5 endbgena

<« TcFOP recombinante

- TcFOP endégena

86 kDa
56 kDa

-<«TcNTF2 recombinante

<«TcNTF2 endégena 47 kDa < TcHYP-GFP

20 kDa «TcHYP-FLAG

FIGURA 27. ANALISE POR WESTERN BLOT DOS TRANSFECTANTES EXPRESSANDO
PROTEINAS FUSIONADA A GFP E/OU FLAG NAS EXTREMIDADES N E/OU C-TERMINAL. 5x106
células/canaleta. Marcador de peso molecular: PageRuler™ Prestained Protein Ladder
(ThermoFisher). (A) WT: Western blot anti-FOP (diluicdo 1:500) extrato proteico parasita selvagem.
FOP: Western blot anti-FOP (diluicdo 1:500) extrato proteico parasita expressando TcFOP fusionada
a GFP na extremidade N-terminal com tamanho esperado (~57 kDa). (B) WT: Western blot anti-API5
(diluicdo 1:500) extrato proteico parasita selvagem. API5: Western blot anti-API5 (diluicdo 1:500)
extrato proteico parasita expressando TcAPI5 fusionada a GFP na extremidade N-terminal, com
tamanho esperado (~91 kDa). (C) Western blot anti-NTF2 (diluicAo 1:500) extrato proteico parasita
selvagem. NTF2: Western blot anti-NTF2 (diluicho 1:500) extrato proteico parasita expressando
TcNTF2L fusionada a GFP na extremidade N-terminal com tamnho esperado (~86 kDa). (D) WT:
Western blot anti-GFP (diluicdo 1:500) extrato proteico parasita selvagem. HYP: Western blot anti-
GFP (diluicdo 1:500) extrato proteico parasita expressando TcHYP fusionada a GFP na extremidade
C-terminal com tamnho esperado (~47 kDa). WT: Western blot anti-FLAG (diluicdo 1:500) extrato
parasita selvagem. HYP: Western blot anti-FLAG extrato proteico parasita expressando TcHYP
fusionada a FLAG na extremidade C-terminal com tamanho esperado (~20 kDa)

88



5.3. LOCALIZACAO CELULAR DE TcFOP, TcAPI5, TcCNTF2L E TcHYP

Com o objetivo de avaliar a localizacdo celular das proteinas alvo, foram
utilizados anticorpos policlonais, anti-FOP e anti-API5 (DOMINGUES, 2017) e
anticorpo monoclonal anti-GFP para as linhagens transfectantes expressando
TcNTF2L e TcHYP fusionadas a GFP. A localizacdo de TcHYP fusionada a etiqueta
FLAG esté ilustrado no ANEXO 3.

Os ensaios de imunofluorescéncia indireta demonstraram que TcFOP, TcAPI5
e TcHYP séo proteinas nucleares, conforme demonstrado na figura 28, o sinal de
fluorescéncia dos anticorpos primarios se sobrepbe com a marcacdo nuclear
fornecida por DAPI. Em contrapartida TcCNTF2L mostra um padrdo de distribuicdo
citoplasmatico.

Observamos também que a fusdo de GFP, tanto na extremidade C-terminal
guanto na extremidade N-terminal, das linhagens celulares de TcHYP nao alteraram
a localizacdo da proteina. Portanto, passamos a utilizar nos demais experimentos
apenas a linhagem expressando TcHYP fusionada a GFP na extremidade C-

terminal.
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A DAPI FOP-GFP Merge

B DAPI API5-GFP Merge

C DAPI NTF2-GFP Merge

D DAPI HYP-GFP C Merge

E DAPI HYP-GFP N Merge

FIGURA 28. ANALISE DE LOCALIZAGAO DAS PROTEINAS ALVO POR MICROSCOPIA OTICA
DE FLUORESCENCIA. DAPI: DNA marcado com DAPI. Merge: sobreposicdo das imagens do
material genético marcado com DAPI e localizacéo das proteinas. A e B) Detecgdo de TcFOP (A) e
TcAPI5 (B) foi realizada por meio de imunofluorescencia indireta utilizando anticorpos policlonais anti-
TcFOP e anti-TcAPI5 (ambos na diluicdo de 1:200) e anticorpo secundario anti-mouse conjugado
com Alexa 594 (Invitrogen, diluicdo de 1:600). Deteccédo de TcNTF2L (C), TcHYP fusionada a GFP na
regido C-terminal (D) e TcHYP fusionada a GFP na regido N-terminal (E) foram feitas através da
utilizacdo de anticorpo monoclonal anti-GFP (Invitrogen, diluicdo 1:500) e anticorpo secundario anti-
mouse conjugado com Alexa488 (Invitrogen, diluicdo 1:600). K: Cinetoplasto. N: Ndcleo. Barra: 5 um.
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5.3.1. TcFOP, TcAPI5 e TcHYP colocalizam com TcSub2

Conforme descrito anteriormente pelo nosso grupo, TcSub2 é uma proteina
nuclear essencial para exportacdo de mRNA e sobrevida do parasita (SERPELONI
et al.,2011b).

Com base na informacdo de que TcFOP, TcAPI5 e TcHYP sédo proteinas
nucleares e foram identificadas nos complexos proteicos de TcSub2, analisamos a
possibilidade dessas proteinas possuirem um padrdo de distribuicdo nuclear
semelhante ao padrao de distribuicdo de TcSub2.

Para tanto, utilizamos as linhagens transfectantes de TcFOP, TcAPI5

(DOMINGUES, 2017) e TcHYP fusionadas a GFP, e o anticorpo policlonal anti-
TcSub2 produzido em coelho, previamente obtido pelo nosso grupo.
Por meio de imunofluorescéncia indireta, com obtencdo das imagens por
microscopia confocal, da Plataforma de Microscopia do Instituto Carlos Chagas —
FIOCRUZ/PR, observamos que as proteinas alvo possuem o mesmo padrdao de
distribuicdo que TcSub2 (FIGURA 29). De acordo com os gréficos que quantificam a
intensidade de fluorescéncia, podemos inferir que as proteinas colocalizam,
indicando que TcFOP, TcAPI5 e TcHYP devem interargir direta ou indiretamente
com TcSub2.

91



A _  par FOP Sub2 Merge D

I
=

DAPI API5 Sub2 Merge

n
s

>

Intensidade de Fluorescéncia
[

Distancia (%)

FIGURA 29. ANALISE DE COLOCALIZACAO DAS PROTEINAS ATRAVES DE IMUNOFLUORESCENCIA CONFOCAL EM T. cruzi. A e B) Colocalizagio
entre TcFOP/TcAPI5 com TcSub2. DAPI: marcagdo do material genético. FOP/API5: deteccdo de TcFOP e TcAPIS por imunofluorescéncia indireta,
utilizando anticorpo primario anti-TcFOP e anti-TcAPI5 (mouse, diluicdo 1:400) e anticorpo secundario IgG anti-mouse conjugado com Alexa 488 (Invitrogen,
diluicdo 1:500). Sub2: deteccdo de TcSub?2 localizada por imunufluorescéncia indireta, utilizando anticorpo primario anti-TcSub2 (rabbit, diluicdo 1:600) e
anticorpo secundario 1gG anti-rabbit conjugado com Alexa 546 (Invitrogen, diluigdo 1:500). MERGE: colocalizagdo das imagens para DAPI, TcFOP ou
TcAPI5 e TcSub2. Barra: 10 um. C) Colocalizacdo entre TcCHYP e TcSub2. DAPI: marcacdo do material genético. Hyp: deteccdo de TcHYP fusionada a GFP
por imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpo primario anti-GFP mouse (Invitrogen, diluicdo 1:200) ). Sub2: detec¢do de TcSub2 localizada por
imunufluorescéncia indireta, utilizando anticorpo primario anti-TcSub2 (rabbit, diluicdo 1:600) e anticorpo secundario IgG anti-rabbit conjugado com Alexa 546
(Invitrogen, diluicdo 1:500). MERGE: Colocaliza¢cdo das imagens para DAPI, TcHYP e TcSub2. K: cinetoplasto. N: nucleo. Barra: 10 ym. E) Gréfico,
mostrando, respectivamente, a quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de DAPI (azul), TcFOP, TcAPI5 e TcHYP (verde), TcSub2 (vermelho).
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5.3.2. TcNTF2L colocaliza com TcelF4Alll

Do mesmo modo, vimos que TcNTF2L € uma proteina citoplasméatica que foi
identificada nos complexos proteicos de TcelF4Alll, proteina descrita anteriormente
pelo nosso grupo, como componente do EJC, que migra entre nucleo e citoplasma
(INOUE et al., 2014).

Também com o intuito de avaliar se o padréo de distribuicdo de TcCNTF2L &
semelhante ao padrdo de distribuicdo citoplasmatica observado para TcelF4Alll,
utilizamos a linhagem de TcelF4Allll fusionada a PTP e o anticorpo policlonal anti-
NTF2, ambos obtidos anteriormente. Conforme observado no grafico de intensidade
de fluorescéncia (FIGURA 30) podemos inferir que TcNTF2L e TcelF4Alll
colocalizam.

Levando em consideracdo o fato de que TcNTF2L possui um dominio
conservado que estd presente em receptores de exportacdo e a sua colocalizacéo
com TcelF4Alll, levantamos a hipotese de que TcNTF2L seja um componente da via
de exportacdo de mRNA que também possui a capacidade de migrar entre nucleo e

citoplasma.
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FIGURA 30. ANALISE DE COLOCALIZACAO DE TcNTF2L E TcelF4Alll ATRAVES DE IMUNOFLUORESCENCIA CONFOCAL EM T. cruzi. A)
Colocalizacéo entre TcNTF2L e TcelF4Alll. DAPI: marcagdo do material genético. NTF2: detec¢do de TcNTF2L por imunofluorescéncia indireta, utilizando
anticorpo primério anti-TcNTF2L (mouse, diluicdo de 1:500) e anticorpo secundério IgG anti-mouse conjugado com Alexa 488 (Invitrogen, diluicdo de 1:500).
TcelF4Alll: deteccdo de TcelF4Alll por imunufluorescéncia indireta, utilizando anticorpo monoclonal anti-Proteina A (rabbit, diluicdo 1:500) e anticorpo
secundario IgG anti-rabbit conjugado com Alexa 546 (Invitrogen, diluicdo 1:500). MERGE: Colocalizacdo das imagens para DAPI, TcelF4Alll e TCNTF2L.
Barra 7.5 ym. B) Grafico, mostrando respectivamente, a quantificacdo da intensidade de fluorescéncia de DAPI (azul), TcNTF2L (verde), TcelF4Alll
(vermelho).
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5.4. ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS PROTEICOS
DE TcFOP, TcAPI5, TCNTF2L E TCHYP

Para ajudar na compreensdo do papel biolégico e confirmar a interacdo
destas proteinas com a maquinaria de exportacdo de mMRNA, investimos em
abordagens de isolamento dos complexos proteicos por imunoprecipitacdo (IP)
acoplada a espectrometria de massas, usando como isca as proteinas fusionadas a
GFP.

Com intuito de padronizar os ensaios de IP, foram testados tampfes com
diferentes detergentes e sais em diferentes concentra¢cdes, visando estabelecer a
melhor condi¢cdo para minimizar a fragmentacdo dos complexos proteicos (ANEXO
4). A padronizacao dos ensaios de imunoprecipitacdo para TcFOP e TcAPI5 foram
feitas anteriormente (DOMINGUES, 2017).

Observou-se melhor resultado com a utilizacdo de tampéo citrato (50 mM
citrato de sédio, 20 mM Hepes, 1 mM MgClz, 10 uM CacClz, 0,5% Triton X-100 (para
lise), 0,1% Triton X-100 (para lavagens) ambos contendo o inibidor de protease
(COMPLETE Mini Protease inhibitor coktail tablet, Roche).

Para TcFOP e TcAPI5 foi acrescido 10% de glicerol ao tampéo citrato. Ao
adicionar glicerol a uma solucao proteica, ele promove a compactacdo da proteina e
reduz a flexibilidade da mesma (VAGENENDE, YAP E TROUT, 2009). De acordo
com a literatura, ensaios de pulldown da proteina FOP de humanos (HsCHTOP)
obteve-se grande éxito com o acréscimo de glicerol ao tampao utilizado (CHANG et
al., 2013).

Apbs ensaio de imunoprecipitacdo, conseguimos observar em SDS-PAGE um
enriquecimento nas amostras eluidas correspondentes ao tamanho de TcFOP
(Figura 31A, com aproximadamente 56 kDa), TcAPI5 (Figura 31B, com
aproximadamente 91 kDa), TcNTF2L (Figura 31C, com aproximadamente 87 kDa) e
TcHYP (Figura 31D, com aproximadamente 47 kDa).
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FIGURA 31. IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS PROTEICOS DE TcFOP, TcAPI5 E
TcNTF2L. IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS PROTEICOS DE TcFOP, TcAPI5 E
TcNTF2L. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 13%. (A) Imunoprecipitacdo dos complexos
proteicos de TcFOP. WT: Extrato proteico do parasita selvagem. FOP: Extrato proteico do parasita
transfectante expressando TcFOP fusionado a GFP. (B) Imunoprecipitagdo dos complexos proteicos
de TcAPI5. WT: Extrato proteico do parasita selvagem. API5: Extrato proteico do parasita
transfectante expressando TcAPI5 fusionado a GFP. (C) Imunoprecipitacdo dos complexos proteicos
de TcNTF2L. WT: Extrato proteico do parasita selvagem. NTF2: Extrato proteico do parasita
transfectante expressando TcNTF2L fusionado a GFP. (D) Imunoprecipitagdo dos complexos
proteicos de TcHYP. WT: Extrato proteico do parasita selvagem. Hyp: Extrato proteico do parasita
transfectante expressando TcHYP fusionado a GFP. (E) Os isolados de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e
TcHYP foram analisados por western blot marcados com anticorpo anti-FOP mouse (TcFOP), anti-
API5 mouse (TcAPI5), anti-NTF2 mouse (TcNTF2L) e anti-GFP (TcHYP). A deteccéo foi realizada
com anticorpo secundério 1gG total IRDye® (LI-COR)
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5.4.1. Fatores diretamente associados a biogénese do mRNA estdo igualmente presentes
nos complexos proteicos de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP

Os complexos proteicos imunoprecipitados foram submetidos a analise por
espectrometria de massas, conforme descrito no item 4.10.4. Como esperado,
TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP se mostraram como as proteinas mais
abundantes dos respectivos complexos proteicos, ou seja, com maior numero de
peptideos identificados.

Interessantemente, diversos fatores diretamente  associados ao
processamento, exportacdo, controle de qualidade e traducdo de mRNA foram
identificados em todos os complexos proteicos.

Com a sobreposi¢cédo dos dados gerados pelas analises de espectrometria de
massas, foi criado um diagrama de Venn, onde foram consideradas as proteinas
identificadas nas IPs de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP com fold change = 2
(FIGURA 32). Podemos observar no diagrama, que inumeras proteinas se
encontram presentes em dois ou mais dos complexos proteicos analisados,
reforcando nossa hipétese de um “core” proteico responsavel pela exportacao de
MRNA com a presenca de proteinas conservadas e proteinas divergentes,

mostrando a peculiaridade na regulacdo da expressao génica destes organismos.
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FIGURA 32. DIAGRAMA DE VENN DE PROTEINAS [IDENTIFICADAS POR
IMUNOPRECIPITACAO ASSOCIADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS. Diagrama mostrando
proteinas em comum identificadas nas imunuprecipitagbes de FOP, API5, NTF2 e HYP com fold
change 22.

Com o auxilio do software Cytoscape (disponivel em https://cytoscape.org) a
partir de dados das analises das imunoprecipitacdes de TcSub2, TcelF4Alll (obtidos
anteriormente pelo nosso grupo) juntamente com os dados das imunoprecipitacdes
de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP identificamos um grande interatoma que
ilustra as interacdes entre proteinas conservadas e divergentes (FIGURA 33).

Dentre as proteinas conservadas encontram-se TcSub2, TcelF4Alll, diversas
proteinas de ligagdo ao RNA e componentes do EJC. As proteinas especificas de
linhagem incluem TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP.

TcFOP, TcAPI5 e TcHYP interagem diretamente com TcSub2 e TcNTF2L
parece ser uma proteina de transporte que interage com TcelF4Alll e o receptor de
exportacdo TcMex67.

Estdo presentes no interatoma proteinas associadas a cromatina,
componentes de NPGs e varias proteinas de ligagdo ao RNA. A identificacdo de
proteinas presentes em toda a jornada da biogénese do mRNA indica um sistema

altamente integrado.
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FIGURA 33. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO INTERATOMA DO MAQUINARIO DE
EXPORTACAO DE mRNA EM T. cruzi. As coortes foram organizadas conforme identificadas nas
imunoprecipitagcbes dos complexos proteicos de TcSub2, TcelF4Alll, TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e
TcHYP, e coloridas pela funcdo e localizagdo previstas no TrypTag, espectrometria de massas ou
evidéncia experimental direta. As caixas maiores representam um unico interatoma. As linhas
pontilhadas indicam a interacdes entre as proteinas identificadas. Por uma questédo didatica, muitas
outras intera¢gBes potenciais foram omitidas (INOUE et al., submetido)

A tabela 6 mostra os fatores concomitantemente presentes nos complexos
proteicos de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP. Dentre os quais destacam-se
proteinas como DRBD3 e DRBD4, ambas proteinas essenciais que possuem um
importante papel no processamento de mMRNA afetando sua estabilidade,
aumentando ou diminuindo a meia-vida dos mRNAs alvo. A deplecdo destas
proteinas causa uma diminui¢cdo tanto no SLRNA quanto na estrutura intermediaria
em Y (STERN et al., 2009, revisto por CLAYTON, 2019).

Observamos também a presenca de DRBD2, uma proteina de ligacdo ao
RNA cuja sua ortéloga em leveduras (Gbp2) esta envolvida no controle de qualidade
e exportacdo de mRNAs recém processados (HACKMANN et al., 2014). Em T. cruzi,
DRBD?2 parece estar envolvida na regulacdo do metabolismo do RNA, uma vez que
foram identificadas diversas proteinas regulatorias em seus complexos proteicos
imunoprecipitados (WIPPEL et al., 2019).
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Interessantemente, observamos também a presenca de TcelF4Alll em todos

0s complexos proteicos analisados. Em metazoarios, elF4Alll € um componente do

EJC com mudltiplas fungbes no metabolismo de mRNA. Inoue e colaboradores

(submetido) confirmaram a ortologia de TcelF4Alll com elF4Alll (Homo sapiens) e

Fall (Saccharomyces cerevisiae).

TABELA 6. PROTEINAS PRESENTES NOS COMPLEXOS PROTEICOS DE TcFOP, TcAPIS5,

TcNTF2L E TcHYP

Proteinas em comum presentes nos complexos proteicos de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e

TcHYP

T. cruzi CL Brener

Proteina Anotacdo TriTrypDB ID
NTF2 hypothetical protein, conserved TcCLB.511367.220
elF4Alll ATP-dependent RNA helicase FAL1, putative TcCLB.506587.40
DRBD4 polypyrimidine tract-binding protein, putative TcCLB.511727.160
metallo-peptidase, Clan MF, Family M17, putative TcCLB.509859.40
Tc38 Putative vacuolar protein TcCLB.511287.110
ZC3H40 RNA-binding protein, putative TcCLB.506211.60

hypothetical protein

hypothetical protein, conserved

TcCLB.510609.20

Mitochondrial

oligo_U binding protein TBRGG1,

TBRGG1 putative TcCLB.507927.20
DRBD3 Double RNA binding domain protein 3 (fragment) TcCLB.506649.80

heterogeneous  nuclear ribonucleoprotein  H/F,

putative TcCLB.511109.130
gBP21 guide RNA-binding protein of 21 kDa TcCLB.509831.36
DRBD2 RNA-binding protein, putative TcCLB.510755.120
MRP2 mitochondrial RNA-binding protein 2, putative TcCLB.510359.270
Dhh1l ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative TcCLB.506959.30
PABP2 polyadenylate-binding protein, putative TcCLB.508461.140
SCD6 hypothetical protein SCD6.10 TcCLB.507093.300

polyubiquitin, putative, degenerate

TcCLB.505169.10

Proteinas encontradas em comum nos complexos proteicos de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP.
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As tabelas 7, 8, 9 e 10 ilustram, de forma simplificada, a presenca de outros
fatores envolvidos na biogénese de RNA, representados em um ou mais dos
complexos proteicos analisados (vide ANEXO 5 para tabelas filtradas para a
identificacdo de proteinas presentes nos complexos proteicos de TcFOP, TcAPI5,
TcNTF2L e TcHYP).

Dentre os dados obtidos destacamos as proteinas Sub2, um componente do
complexo de TRanscricdo/Exportacédo (TREX) que desempenha um papel essencial
no recrutamento do receptor de exportacdo de mRNA (Mex67) (VIPAKHONE et al.,
2015). Tripanossomatideos possuem trés paralogos para Mex67 (KRAMER et al,
2010) e interessantemente apenas um dos paralogos (Mex67B) foi identificado nos
complexos proteicos analisados, sugerindo especificidade entre os interatores de
exportacdo de mRNA.

Também observamos a presenca da proteina MTR2, que forma o
heterodimero com Mex67. Assim como componentes do complexo EJC, elF4Alll,
Magoh, Y14 e MLN51, presentes em um ou mais dos complexos proteicos
analisados.

Os dados também mostram a presenca de proteinas que atuam diretamente
no processamento de mRNA como RRM1, U2AF26, TSR1. Proteinas Zinc Finger
gue se ligam mutuamente ao mRNA regulando o ciclo celular, como ZC3H39 e
ZC3H40 (revisto por CLAYTON, 2019), também s&o encontradas nos complexos
analisados.

Esses dados corroboram a nossa hipétese da participacao efetiva de TcFOP,
TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP no “core” proteico responsavel pela exportagcdo de
MRNA.
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TABELA 7. PROTEINAS IDENTIFICADAS NOS COMPLEXOS PROTEICOS DE TcFOP

COMPLEXO PROTEICO DE TcFOP

Designagdo?

Localiza¢do, anotag¢3o?

TriTryp ID

Nuclear, Zn finger CCCH

TcCLB.509033.80

Importin - beta

importin beta-1 subunit, putative

TcCLB.504105.150

Nuclear/Nucleolar ATP-dependent RNA helicase FAL1

TcCLB.506587.40

Nuclear, Mago nashi

TcCLB.506945.200

NAP nucleosome assembly protein (NAP), putative TcCLB.509003.10
Importin subunit alpha TcCLB.509057.20
polypyrimidine tract-binding protein, putative TcCLB.511727.160
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H/F, putative TcCLB.511109.130
nuclear RNA binding domain TcCLB.511727.290

Dhh1 Cytoplasmic, ATP-dependent DEAD/H RNA helicase TcCLB.506959.30

Hel67/DDX3/DBP1 | Nuclear/cytoplasmic, ATP-dependent RNA helicase Hel67/DDX3 TcCLB.506213.120
Nucleolar, pre-snoRNA splicing protein, NOP domain TcCLB.508277.230
RNA-binding protein, putative TcCLB.506211.60
RNA-binding protein, putative TcCLB.508895.50
Nuclear/cytoplasmic, double RNA-binding domain protein 3 TcCLB.506649.80

SCD6 Cytoplasmic, LSm domain, Trailer hitch protein TcCLB.507093.300
RNA-binding protein 42 (RNA-binding motif protein 42), putative TcCLB.509167.140
Unknown, low complexity regions TcCLB.506435.150

snoRBP Nucleolar RNA-binding protein, putative TcCLB.507649.80
DNA-directed RNA polymerase Il subunit, putative TcCLB.505997.210
nucleolar RNA helicase Il, putative TcCLB.506123.40
RNA-binding protein 42 (RNA-binding motif protein 42) TcCLB.509167.140
ATP-dependent RNA helicase DBP2A, putative TcCLB.510187.290
small nuclear ribonucleoprotein SmD2, putative TcCLB.511189.80
Nuclear, Double RNA-binding domain protein 2 TcCLB.510755.120

ALBA3 ALBA3 TcCLB.510877.30
Cytoplasmic, RNA binding, N-terminal NTF2 domain TcCLB.511367.220
Nuclear, ATP-dependent RNA helicase SUB2 TcCLB.508319.40
Cytoplasmic (granules), polyadenylate-binding protein TcCLB.508461.140
Nucleolar, ribosomal biogenesis TcCLB.506189.10
RNA-binding protein, putative TcCLB.511621.50
Nuclear, mRNA binding, ARM repeats TcCLB.511807.280

kZFP2 poly-zinc finger protein 2, putative TcCLB.509731.10

INome da proteina de acordo com o dominio conservado identificado usando INTERPRO, HMMER, PFAM
ou ortélogo na base de dados NCBI. ?Localizacdo com base em TrypTag, espectrometria de massa ou
evidéncia experimental direta. Restrito a evidéncias de T. cruzi ou T. brucei, exceto no caso de ortélogos
altamente conservados, onde evidéncias de células animais ou flungicas sdo aceitas. Destacam-se
proteinas associadas ao mRNA (verde), Fatores de trans-splicing (sublinhados). rRNA nucleolares (azul).
Fatores de tradugdo (vermelho). Sn/snoRNA (laranja). Fatores associados a cromatina (roxo). Fatores
especificos de tripanossomatideos (negrito). Fatores presentes em granulos nucleares periféricos (italico).
Adaptado de INOUE et al. (submetido).
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TABELA 8. PROTEINAS IDENTIFICADAS NOS COMPLEXOS PROTEICOS DE TcAPI5

COMPLEXO PROTEICO DE TcAPI5

Designagao!

Localiza¢do, anotag¢do?

TriTryp ID

Nuclear, mRNA binding, ARM repeats

TcCLB.511807.280

Nuclear, Zn finger CCCH

TcCLB.509033.80

Cytoplasmic/nuclear Mex67B

TcCLB.506127.50

Nuclear/Nucleolar ATP-dependent RNA helicase FAL1

TcCLB.506587.40

polypyrimidine tract-binding protein, putative

TcCLB.511727.160

Unknown, low complexity regions

TcCLB.506435.150

Nuclear, Mago nashi

TcCLB.506945.200

Fibrillarin nucleolar RNA binding protein, putative TcCLB.508277.230
Nuclear/cytoplasmic, double RNA-binding domain protein 3 | TcCLB.508349.39
small nuclear ribonucleoprotein sm d3 TcCLB.508257.150
U-rich RNA-binding protein, mRNA destabiliser TcCLB.507093.229
Nuclear, ATP-dependent RNA helicase SUB2 TcCLB.508319.40

SCD6 Cytoplasmic, LSm domain, Trailer hitch protein TcCLB.507093.300
Cytoplasmic, RNA binding, N-terminal NTF2 domain TcCLB.511367.220
RNA-binding protein, putative TcCLB.508895.60

Dhh1 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative TcCLB.506959.30
Cytoplasmic (granules), polyadenylate-binding protein TcCLB.508461.140
Nuclear, PRP19 domain, WD40 repeats TcCLB.509103.10

Histone H3 Nuclear, histone H3 TcCLB.505931.50

INome da proteina de acordo com o dominio conservado identificado usando INTERPRO, HMMER,
PFAM ou ortélogo na base de dados NCBI. ?Localizacdo com base em TrypTag, espectrometria de
massa ou evidéncia experimental direta. Restrito a evidéncias de T. cruzi ou T. brucei, exceto no caso
de ort6logos altamente conservados, onde evidéncias de células animais ou fungicas sdo aceitas.
Destacam-se prteinas associadas ao mRNA (verde), Fatores de trans-splicing (sublinhados). rRNA
nucleolares (azul). Fatores de tradugdo (vermelho). Sn/snoRNA (laranja). Fatores associados a
cromatina (roxo). Fatores especificos de tripanossomatideos (negrito). Fatores presentes em granulos

nucleares periféricos (italico). Adaptado de INOUE et al. (submetido).
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TABELA 9. PROTEINAS IDENTIFICADAS NOS COMPLEXOS PROTEICOS DE TcNTF2L

COMPLEXO PROTEICO DE TcNTF2L

Designagio'’

Localizagdo, anotagio?

TriTryp ID

Cytoplasmic, RNA binding, N-terminal NTF2 domain

TcCLB.511367.220

Cytoplasmic (granules), polyadenylate-binding protein

TcCLB.508461.140

Nuclear, Double RNA-binding domain protein 2

TcCLB.510755.120

Nucleolar/cytoplasmic, RNA-binding

TcCLB.503833.50

ALBA4 DNA/RNA-binding protein Alba 4 TcCLB.510877.40
Hel67/DDX3/DBP1 Nuclear/cytoplasmic, ATP-dependent RNA helicase Hel67/DDX3 | TcCLB.511285.120
Cytoplasmic, Zn-finger and RNA helicase, ZC3H41 TcCLB.508355.330
polypyrimidine tract-binding protein, putative TcCLB.511727.160
RNA-binding protein, putative TcCLB.509317.60
eEFla Cytoplasmic, elongation factor 1a TcCLB.511369.10
regulator of nonsense transcripts 1 TcCLB.511317.30
RNA-binding protein, putative TcCLB.508895.50
RNA-binding protein, putative TcCLB.508895.60
PABP1 polyadenylate-binding protein 1, putative TcCLB.506885.70
Hel67/DDX3/DBP1 Nuclear/cytoplasmic, ATP-dependent RNA helicase Hel67/DDX3 | TcCLB.506213.120
pumilio protein, putative TcCLB.507049.199
GTP-binding nuclear protein rtb2, putative TcCLB.509455.80
pumilio/PUF RNA binding protein 6, putative TcCLB.510125.10
snoRBP nucleolar RNA-binding protein, putative TcCLB.507649.80

zinc finger protein 2, putative

TcCLB.503989.10

CAP - methyltransferase

MRNA cap guanine-N7 methyltransferase, putative

TcCLB.508799.80

RNA-binding protein, putative

TcCLB.510007.30

U2 splicing auxiliary factor, putative

TcCLB.510943.60

U-rich RNA-binding protein, mRNA destabiliser

TcCLB.507093.229

Histone H2B histone H2B, putative TcCLB.511635.20
nucleolar RNA helicase Il, putative TcCLB.506123.40
pumilio/PUF RNA binding protein 2, putative TcCLB.511261.120
Nuclear/Nucleolar ATP-dependent RNA helicase FAL1 TcCLB.506587.40
RNA-binding protein, putative TcCLB.511621.50
ATP-dependent RNA helicase, putative TcCLB.510661.90

Histone H2A histone H2A, putative (fragment) TcCLB.508321.11

PBP1 PAB1-binding protein TcCLB.511409.10

INome da proteina de acordo com o dominio conservado identificado usando INTERPRO, HMMER, PFAM
ou ortélogo na base de dados NCBI. ?Localizacdo com base em TrypTag, espectrometria de massa ou
evidéncia experimental direta. Restrito a evidéncias de T. cruzi ou T. brucei, exceto no caso de ortélogos
altamente conservados, onde evidéncias de células animais ou flungicas sdo aceitas. Destacam-se
proteinas associadas ao mRNA (verde), Fatores de trans-splicing (sublinhados). rRNA nucleolares (azul).
Fatores de tradugdo (vermelho). Sn/snoRNA (laranja). Fatores associados a cromatina (roxo). Fatores
especificos de tripanossomatideos (negrito). Fatores presentes em granulos nucleares periféricos (italico).
Adaptado de INOUE et al, (submetido).
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TABELA 10. PROTEINAS IDENTIFICADAS NOS COMPLEXOS PROTEICOS DE TcHYP

COMPLEXO PROTEICO DE TcHYP

Designagdo! Localiza¢do, anotagdo? TriTryp ID
Unknown, low complexity regions TcCLB.506435.150
Cytoplasmic/nuclear Mex67B TcCLB.506127.50

S27a ubiquitin/ribosomal protein $27a, putative TcCLB.510409.39
PABP1 polyadenylate-binding protein 1, putative TcCLB.506885.70
ATP-dependent RNA helicase, putative TcCLB.510661.90
Nuclear, ATP-dependent RNA helicase SUB2 TcCLB.508319.40
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H/F, putative TcCLB.511109.130
RNA-binding protein, putative TcCLB.508895.60
Nuclear/Nucleolar ATP-dependent RNA helicase FAL1 TcCLB.506587.40
Ran-binding protein 1, putative TcCLB.507099.30
ATP-dependent RNA helicase DBP2A, TcCLB.510187.290
mRNA transport regulator MTR2, putative TcCLB.508173.180
ribonuclease HII, putative TcCLB.510287.60
elF5A eukaryotic translation initiation factor 5A TcCLB.506925.130
snoRBP nucleolar RNA-binding protein, putative TcCLB.507649.80
Fibrillarin Nucleolar RNA binding protein, putative TcCLB.508277.230
Nuclear, Zn finger CCCH TcCLB.509033.80
Nucleolar, ribosomal biogenesis TcCLB.506189.10
ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative TcCLB.507641.120
RNA-binding protein, putative TcCLB.510755.120
eEFl-beta translation elongation factor 1-beta, putative TcCLB.509733.100;
snoRBP nucleolar RNA-binding protein, putative TcCLB.510859.17
Cytoplasmic, RNA binding, N-terminal NTF2 domain TcCLB.511367.220
Cytoplasmic (granules), polyadenylate-binding protein TcCLB.508461.140
elF4A1 Eukaryotic initiation factor 4A-1 TcCLB.511585.190

eEFl-gamma

elongation factor (EF-1-gamma, pseudogene),

putative

1-gamma

TcCLB.506459.290

Nuclear, Double RNA-binding domain protein 2

TcCLB.510755.120

GTP-binding nuclear protein rtb2, putative

TcCLB.509455.80

RNA-binding protein, putative

TcCLB.511621.50

HEL67 ATP-dependent RNA helicase HEL67 TcCLB.511285.120
eEF1-alfa elongation factor 1-alpha, putative TcCLB.510119.20
Histone H4 histone H4, putative TcCLB.508203.29
Histone H3 Nuclear, histone H3 TcCLB.505931.50
Histone H2B | histone H2B, putative TcCLB.511635.20
SCD6 Cytoplasmic, LSm domain, Trailer hitch protein TcCLB.507093.300

Repeat of unknown function (DUF1126)/EF-hand domain pair,
putative

TcCLB.510797.30

Nucleoporin NUP59

TcCLB.506301.30

INome da proteina de acordo com o dominio conservado identificado usando INTERPRO, HMMER, PFAM
ou ortélogo na base de dados NCBI. 2Localizacdo com base em TrypTag, espectrometria de massa ou
evidéncia experimental direta. Restrito a evidéncias de T. cruzi ou T. brucei, exceto no caso de ort6logos
altamente conservados, onde evidéncias de células animais ou fungicas sdo aceitas. Destacam-se
proteinas associadas ao mMRNA (verde), Fatores de trans-splicing (sublinhados). rRNA nucleolares (azul).
Fatores de traducdo (vermelho). Sn/snoRNA (laranja). Fatores associados a cromatina (roxo). Fatores
especificos de tripanossomatideos (negrito). Fatores presentes em granulos nucleares periféricos (italico).
Adaptado de INOUE et al, (submetido)
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5.4.2. Interecdo de TcNTF2L com proteinas nucleares

Nos dados apresentados na tabela 5, destacamos também a presenca de
NTF2 em todos os complexos proteicos analisados. Este fato chama a atencdo uma
vez que TcNTF2L possui uma localizacéo citoplasmatica, enquanto TcFOP, TcAPI5
e TcHYP séo proteinas nucleares.

TcNTF2L possui um dominio comum (NTF2) entre receptores de transporte, o
qual interage com as Nups-FG do complexo de poro nuclear mediando o transporte
ndcleo-citoplasmatico (FRIBOURG et al., 2001; COOK et al., 2007).

Com base nos dados obtidos pelos experimentos de imunoprecipitacdo dos
complexos proteicos, levantamos a hipétese de que TcNTF2L possa ser uma
proteina, que assim como TcelF4Alll, migre entre nucleo e citoplasma.

A analise dos complexos proteicos de TcNTF2L revela que além da presenca
de proteinas citoplasmaticas como TcelF4Alll, DHH1, PABP2 encontram-se também
proteinas nucleares, como por exemplo Histonas, e o fatores associados ao splicing
(U2AF26) e o complexo de remodelacdo de cromatina (ISWI), além de TcFOP,
TcAPI5 e TcHYP.

TbNTF2 (Th927.10.2240) foi co-purificada com o componente do complexo
EJC, TbY14 (BERCOVICH et al., 2009). E apés inibicdo do trans-splicing, observou-
se a presenca de TbNTF2, juntamente com PABP2, DHH1 e SCD6, em estruturas
denominadas de NPGs (Nucleus Periphery Granules) (GOOS et al.,, 2019),
sugerindo que a associacdo dessas proteinas nos NPGs estaria relacionada com o

controle de qualidade da exportacdo de mRNA.
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5.5. ANALISE DO FENOTIPO CAUSADO PELO SILENCIAMENTO GENICO
EM T. brucei DOS GENES ORTOLOGOS DE TcFOP (TbFOP), TcAPI5
(TbAPI5), TCNTF2L (TbNTF2) E TcHYP (TbHYP) IDENTIFICADOS EM T.

cruzi

Para as analises de genética reversa em estudos de funcdo de genes, o
nocaute pode ser inviavel se o gene possuir fungdo essencial, logo, métodos que
induzem o silenciamento da expressao de proteinas também s&o uteis como uma
estratégia para indicar a funcédo do gene através do fendtipo causado.

Em tripanossomatideos, um método eficiente para inducdo do silenciamento
de um gene seria baseado no mecanismo de RNA de interferéncia estabelecido em
T. brucei (ULLU, TSCHUDI E CHAKRABORTY, 2004; KOLEV, TSCHUDI E ULLU,
2011). Em virtude da auséncia de maquinaria de RNA de interferéncia (RNAIi) em T.
cruzi (daROCHA et al.,, 2003), uma abordagem alternativa a analise da funcéo
génica é o estudo do fenétipo causado pelo silenciamento de genes ortélogos de T.
brucei por meio de RNAIi. Os resultados podem gerar evidéncias que estejam
relacionadas a funcionalidade do gene em T. cruzi (NARDELLI et al., 2007,
SERPELONI et al., 2011b). Por isso, neste trabalho optamos por esta abordagem

para auxiliar no estudo da funcéo dos genes a partir dos ortélogos em T. brucei.

5.5.1. Obtencdo das linhagens transfectantes para ensaios de RNA de interferéncia

Uma andlise de similaridade entre as proteinas em T.cruzi e T.brucei foi feita
e a figura 34 mostra o alinhamento e o indice de similaridade entre TcFOP, TcAPI5,
TcNTF2L e TcHYP e suas ortdlogas em T. brucei, com indices de similaridade de
79%, 72%, 47% e 53%, respectivamente.
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FIGURA 34. ALINHAMENTO ENTRE ORTOLOGAS EM T. cruzi E T. brucei. (A) Alinhamento entre
TcFOP (TcCLB509033.80) e TbhFOP (Th927.6.1470), com
Alinhamento entre TcAPI5 (TcCLB511807.280) e TbAPI5 (Tb927.7.2240), com indice de similaridade
72%. C) Alinhamento entre TcNTF2L (TcCLB.511367.220) e TbNTF2 (927.10.2240) com indice de
similaridade 47%. D) Alinhamento entre TcHYP (TcCLB.506435.150) e TbHYP (Tb927.04.3060) com
indice de similaridade de 53%. Em preto destacam-se as regifes idénticas e em cinza as regifes

similares.
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Com o auxilio da ferramenta RNAIit da base de dados do Trypanofan -
Genbmica funcional de T. brucei (http://trypanofan.path.cam.ac.uk/trypanofan/main/)
(REDMOND; VADIVELU; FIELD, 2003), as regides alvo do mRNA de TbFOP (546
pb), TbAPI5 (468 pb), TONTF2 (528 pb) e TbHYP (464 pb), foram escolhidas para
clonagem em vetor p2T7-177 (WICKSTEAD et al., 2002), conforme descrito no item
4.12.4.

Vale lembrar que as clonagens de fragmentos génicos deTbFOP e TbAPI5
em vetor p2T7-177 foram obtidas previamente (DOMINGUES, 2015).

Para confirmar a clonagem dos insertos de TONTF2 e TbHyp, neste trabalho,
em vetor p2T7-177 (WICKSTEAD et al., 2002), fizemos uma digestdo diagnostica
com enzimas de restricdo (Xbal para TONTF2 e Xhol e Xbal par TbHYP) cujo sitios
flanqueiam o inserto. A figura 35A mostra a liberagdo de fragmento com tamanho
aproximado de 528 pb, referente ao inserto de TbNTF2, enquanto a figura 35B
mostra a liberacdo de fragmento com tamanho aproximado de 500 pb referente ao

inserto de ThHyp.
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FIGURA 35. DIGESTAO DIAGNOSTICA COM ENZIMAS DE RESTRICAO PARA CONFIRMACAO
DE CLONAGEM DE TbNTF2 E TbHyp EM VETOR p2T7-177. Gel de agarose 1% apos coloragéo
com brometo de etideos. M: Marcador de pares de bases 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) A.
Digestdo diagndstica para confirmacdo de clonagem de inserto de TbNTF2 em vetor p2T7-177. 1:
p2T7-177-TbNTF2#5 ndo digerido. 2: p2T7-177-TbNTF2#5 digerido com a enzima de restricdo Xbal
(New England BioLabs®Inc). 3: p2T7-177-TbNTF2#7 ndo digerido. 4:: p2T7-177-TbNTF2#7 digerido
com a enzima de restricdo Xbal (New England BioLabs®Inc). 5: p2T7-177-TbNTF2#8 néo digerido. 6:
p2T7-177-TbNTF2#8 digerido com a enzima de restricdo Xbal (New England BioLabs®Inc). a
utilizacdo da enzima de restricdo libera inserto de aproximadamente 528 pares de bases. (B)
Digestao diagnéstica para confirmacgéo de clonagem de TbHyp em vetor p2T7-177. 1: Controle da
digestdo - p2T7-177-TbHyp#2 nao digerido. 2: p2T7-177-TbHyp#2 digerido com Notl (New England
BioLabs®Inc) para linearizagdo do plasmideo. 3: p2T7-177-TbHyp#2 digerido com Xbal (New
England BioLabs®Inc) e Xhol (New England BioLabs®Inc) para liberagdo do inserto com
aproximadamente 500 pb. Destacado em vermelho o clone selecionado para transfecgao.

Apés transfeccdo e selecao, por Sorting Single Cell conforme descrito no item
4.12.5.2, das populagdes clonais de TbFOP, TbAPI5, TONTF2 e TbHYP, as quais
denominamos de p2T7-177-TbFOP#2 e p2T7-177TbAPIS#4 e p2T7-177-
TbNTF2#7.3 e TbHYP#2.3, que por uma questdo didatica nomeamos de TbFOP,
TbAPI5, TONTF2 e ThHYP.
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5.5.2. Validacéo do ensaio de RNAI por gPCR

A eficiéncia do silenciamento génico foi feita por PCR quantitativo (QPCR),
onde realizamos a extragdo de RNA total com TRIzol® conforme instrugdes do
fabricante, nos pontos de 24, 48 e 72 horas ap0s inducao do sistema de RNAI. As
analises foram realizadas com a normalizacdo do gene de referéncia 7SL, e
conforme mostrado nas figuras 36A, 36B e 36C, podemos visualizar uma diminui¢céo
de aproximadamente 80% nos niveis relativos de mRNAs de TbFOP, TbAPI5,
TbNTF2 e TbHYP, validando assim nosso ensaio de silenciamento génico pela
metodologia de RNA de interferéncia.

Para melhor avaliar o impacto do silenciamento génico na proliferagéo celular
usamos como abordagem a realizagdo da curva de crescimento tipo “serrote”
(descrito no item 4.12.7) a qual mantem a cultura sempre em fase exponencial de
crescimento. Com isso vimos que o silenciamento génico, tanto para TbFOP quanto
para TbAPIS, TONTF2 e TbHYP ndo mostrou grande impacto na proliferacao celular
(FIGURA 36E, 36F, 36G e 36H).

Para TbAPI5 vimos que a cultura com o sistema de RNAI induzido por
tetraciclina (Induzido) apresenta uma reducao no numero de células/ml em 72 horas
apos inducdo quando comparada com a cultura controle (N&ao Induzido). Entretanto,
para o knockown de TbNTF2 e TbHYP, essa reducdo observa-se 48 horas apés
inducao do sistema de RNAi (FIGURAS 37D, 37E e 37F).
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FIGURA 36. VALIDACAO DO SISTEMA DE RNAi POR qPCR E SEU EFEITO SOBRE A
CONCENTRACAO DE CELULAS/ML APOS SUA INDUCAO. A, B, C e D) Andlise por PCR em
tempo real dos niveis relativos de mRNA apdés silenciamento génico de TbFOP, TbAPI5, TONTF2 e
TbHYP, respectivamente. Os transcritos foram normalizados pelo 7SL RNA. E, F, G e H) Curva de
crescimento das linhagens de transfectantes apds inducdo do sistema de RNA de interferéncia de
TbFOP, TbAPI5, TbNTF2 e TbHYP, respectivamente. A densidade celular nas culturas foi
determinada pela contagem, em triplicata, no contador de particulas (Beckman Coulter, Z™ Series
Coulter Counter® Cell).
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5.5.3. Localizacdo de mRNA apos silenciamento génico de TbFOP, TbAPI5, TONTF2 e
TbHYP

Visto que um dos objetivos deste trabalho é analisar o papel das proteinas
alvo com relacédo a exportacdo de mRNA do ndcleo para o citoplasma, avaliamos o
efeito do silenciamento génico na distribuicdo de RNAs poliadenilados, através do
ensaio de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) utilizando uma sonda especifica
para oligo(dT).

Os resultados do knockdown de TbFOP, TbAPI5, TONTF2 e TbHYP mostram
gue nenhuma das proteinas parecem ser fundamentais para exportacdo global de
MRNAS, uma vez que ndo se observou um acumulo de mRNA no nucleo celular
apos o silenciamento génico (FIGURA 37 E 38).

Apesar de o fendtipo o néo ter a exportacdo de mRNA drasticamente afetada,
nao descartamos o papel destas proteinas como componentes do core proteico
responsavel por este transportem, visto a interacdo com alta confiabilidade destas
proteinas com diferentes fatores de exportacdo e metabolismo de RNA.
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FIGURA 37. EFEITO DO SILENCIAMENTO GENICO DE TbFOP E TbAPI5 NA LOCALIZACAO DE
mMRNA. A Localizagéo celular dos RNAs poliadenilados foi realizado pelo método de Hibridizagcéo in
situ fluorescente (FISH) em parasitas knockdown para TbAPI5 e TbFOP com sonda oligo(dT)
marcada com digoxigenina. A deteccdo da sonda foi realizada por imunofluorescéncia indireta com
anticorpo monoclonal anti-DIG (SigmaAldrich, diluicdo 1:300) seguido por anticorpo secundario
conjugado a Alexa 488 (Invitrogen, diluicdo 1:600). Como controle, RNase A 100 ug/ml foi incubado
com o parasita antes da hibridizacdo da sonda (RNase A). DAPI = DNA corado com DAPI. MERGE =
colocalizacao de imagens para DAPI e FISH. Barra =5 pm.
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FIGURA 38. EFEITO DO SILENCIAMENTO GENICO DE TbNTF2 E TbHYP NA LOCALIZACAO DE
MRNA. A Localizacéo celular dos RNAs poliadenilados foi realizado pelo método de Hibridizag&o in
situ fluorescente (FISH) em parasitas knockdown para TbNTF2 e TbHYP com sonda oligo(dT)
marcada com digoxigenina. A deteccdo da sonda foi realizada por imunofluorescéncia indireta com
anticorpo monoclonal anti-DIG (SigmaAldrich, diluicdo 1:300) seguido por anticorpo secundario
conjugado a Alexa 488 (Invitrogen, diluicdo 1:600). Como controle, RNase A 100 ug/ml foi incubado
com o parasita antes da hibridizacdo da sonda (RNase A). DAPI = DNA corado com DAPI. MERGE =
colocalizacdo de imagens para DAPI e FISH. Barra =5 ym
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5.5.4. Efeito do silenciamento génico na morfologia ultraestrutural do Trypanosoma brucei

Com intuito de avaliar possiveis alteracdes ultraestruturais devido ao
silenciamento génico de TbFOP, TbAPI5, TONTF2 e TbHYP, amostras dos pontos
de 48 e 72 horas apos inducdo do RNAI por tetraciclina foram preparadas para
ensaio de microscopia eletrénica de transmissdo (MET), conforme descrito no item
4.9.1.

Como comparativo, também realizamos o ensaio para TbSub2, uma vez que
se trata de uma proteina essencial para sobrevida do parasita e para exportacédo de
MRNA.

Conforme mostrado nas figuras 39, 40, 41, 42 e 43, o silenciamento génico
das proteinas alvo (TbSub2, TbFOP, TbAPI5, TcNTF2L e TcHYP) provocou diversas
alteracdes ultraestruturais condizentes com o0s processos de autofagia e apoptose
celular. Essas alteracfes incluem condensacdo da cromatina na periferia nuclear,
desestruturacao de nucleo e nucléolo, aumento da area do reticulo endoplasmético

e aumento no numero de acidocalcisomas (LI E HE, 2017; 2014; LI et al., 2012).
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FIGURA 39. MICROSCOPIA ULTRA-ESTRUTURAL DO KNOCKDOWN DE TbhSub2 EM Trypanosoma brucei. A-B: Cultura com sistema de RNAIi ndo
induzido 48 horas. C-D: Cultura com sistema de RNAI induzido por tetraciclina 48 horas. E-G: Cultura com sistema de RNAIi ndo induzido 72 horas. F-H:

Cultura com sistema de RNAI induzido por tetraciclina 72 horas. Barras: 1um ou 500 nm.
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FIGURA 40. MICROSCOPIA ULTRA-ESTRUTURAL DO KNOCKDOWN DE ThFOP EM Trypanosoma brucei. A-B: Cultura com sistema de RNAi ndo
induzido 48 horas. C-D: Cultura com sistema de RNAI induzido por tetraciclina 48 horas. E-G: Cultura com sistema de RNAi n&o induzido 72 horas F-H:
Cultura com sistema de RNAI induzido por tetraciclina 72 horas. Barras: 1um ou 500 nm.
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FIGURA 41. MICROSCOPIA ULTRA-ESTRUTURAL DO KNOCKDOWN DE TbAPI5 EM Trypanosoma brucei. A-B: Cultura com sistema de RNAi nédo

induzido 48 horas. C-D: Cultura com sistema de RNAI induzido por tetraciclina 48 horas. E-G: Cultura com sistema de RNAi ndo induzido 72 horas. F-H:
Cultura com sistema de RNAiI induzido por tetraciclina 72 horas. Barras: 1um ou 500 nm.
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FIGURA 42. MICROSCOPIA ULTRA-ESTRUTURAL DO KNOCKDOWN DE TbNTF2L EM Trypanosoma brucei. A-B: Cultura com sistema de RNAi ndo
induzido 48 horas. C-D: Cultura com sistema de RNAI induzido por tetraciclina 48 horas. E-G: Cultura com sistema de RNAI ndo induzido 72 horas. F-H:
Cultura com sistema de RNAi induzido por tetraciclina 72 horas. Barras: 1pm ou 500 nm.
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FIGURA 43. MICROSCOPIA ULTRA-ESTRUTURAL DO KNOCKDOWN DE TbhHYP EM Trypanosoma brucei. A-B: Cultura com sistema de RNAi nédo
induzido 48 horas. C-D: Cultura com sistema de RNAI induzido por tetraciclina 48 horas. E-G: Cultura com sistema de RNAi nédo induzido 72 horas. F-H:
Cultura com sistema de RNAi induzido por tetraciclina 72 horas. Barras: 1pm ou 500 nm.
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6. DISCUSSAO

Os eventos pdés-transcricionais sdo pontos majoritarios para a regulacao da
expressao génica em Tripanossomatideos, dos quais 0s mecanismos que alteram a
meia vida do RNA e a traducdo sdo os mais estudados (MARTINEZ-CALVILLO et
al., 2010; ARAUJO E TEIXEIRA, 2011). Dentro dos eventos pos-transcricionais, o
transporte nucleo-citoplasmético do mRNA ainda néo é extensamente compreendido
nestes organismos. Serpeloni e colaboradores (2011a) mostraram através de
analises in silico que entre todas as vias de transporte de RNAs, a exportacdo de
MRNA é a menos conservada em organismos da base da arvore filogenética. Entre
estes estdo os tripanossomatideos, que sdo protozoarios flagelados evolutivamente
distantes e divergentes de leveduras e humanos (MURINGI et al., 2014). Com base
nisso, acreditamos que estudos para identificar os fatores envolvidos com a
exportacdo de mRNA em tripanossomatideos podem trazer informacdes relevantes
sobre os componentes peculiares e essenciais para a biologia destes parasitas.
Além disso, por ser tratar de um evento essencial para a célula eucaribtica, esta via
pode conter proteinas essenciais a sobrevivéncia destes parasitas. Por este motivo,
Nosso grupo tem investido em gerar dados sobre os fatores envolvidos com a via de
exportacdo de mRNA em tripanosomatideos, usando como modelo o Trypanosoma
cruzi.

Através de andlises de genbmica comparativa, observou-se que um
componente do complexo TREX (Transcricdo/Exportacao), conhecido como UAP56
em humanos (Sub2 em leveduras), € o mais conservado entre os fatores envolvidos
na via de exportacdo de mMRNA (SERPELONI et al.,, 2011a). Serpeloni e
colaboradores (2011b) mostraram que a proteina ortéloga de UAP56/Sub2 em T.
cruzi (TcSub2) é uma RNA Helicase DEAD-box nuclear e essencial para a
sobrevivéncia do parasita, e o seu knockdown em T. brucei causa o acumulo de
RNAs poliadenilados no nudcleo, demonstrando que também se trata de uma
proteina essencial para a via de transcricdo/exportacdo de mRNA.

Outra RNA helicase DEAD-box também se mostrou conservada em diferentes
grupos eucaridticos, incluindo espécies de Excavata e Chromalveolata (SERPELONI
et al.,, 2011a). Posteriormente, INOUE e colaboradores (2014) mostraram que esta

RNA helicase, denominada aqui de elF4Alll, migra entre nucleo e citoplasma,
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estando associada a via de exportacdo de mRNA, uma vez que sua migracao €
dependente da via de transporte mediada pelo receptor de exportacdo Mex67.

Com base nestes resultados, TcSub2 e TcelF4Alll foram alvos de ensaios de
imunoprecipitagdo e espectrometria de massas. As analises permitiram a
identificacdo de fatores presentes em seus complexos proteicos (INOUE, 2015).

Dentre as proteinas identificadas com confiabilidade e mais abundantes nos
complexos proteicos, destacam-se quatro proteinas, anotadas como hipotéticas no
banco de dados TriTrypDB. Com o auxilio da ferramenta hmmscan do pacote
HMMER (EDDY, 1998), buscamos predizer dominios conservados presentes nestas
proteinas hipotéticas para ser um indicativo da funcédo de cada uma delas. Para fins
didaticos, as proteinas foram nomeadas de acordo com o dominio conservado
predito.

TcFOP possui um dominio similar ao dominio FOP duplication (VAN DJIK et
al.,, 2010), que € composto por uma regido rica em arginina e glicina e dois motivos
de ligacdo a UAP56/Sub2 (UBM -UAP56/Sub2 binding motif) na extremidade C-
terminal. Esse dado faz sentido, visto que proteinas que apresentam o dominio FOP
funcional tém sido associadas ao complexo TREX (Transcricdo/Exportacdo). Em
humanos por exemplo, a proteina CHTOP, que possui dominio FOP, desempenha
um papel como co-adaptadora de ligacdo ao RNA e ativadora das atividades
helicase e ATPase de Sub2/UAP56 (CHANG et al.,, 2013). Curiosamente, o dominio
FOP de tripanossomatideos possui uma estrutura divergente com relacdo aos seus
ortélogos, uma vez que os dois motivos UBMs estdo separados pelo motivo RGG
(FIGURA 43). Com base nisso, nos perguntamos se 0os dominios UBMs de TcFOP

eram motivos funcionais para a ligacdo com TcSub?2.
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FIGURA 44. ESQUEMA DA COMPARA(;AO ENTRE AS PROTEINAS TcFOP, DE T. cruzi E
HsCHTOP (DE HUMANOS). O dominio (em verde) FOP de tripanossomatideos é constituido pela
regido RGG (rica em argina e glicina) flanqueado por dois motivos UBMs (de ligagdo a Uap56/Sub2),
caracterizados pela sequéncia de aminoacidos LDXXLD onde X é qualquer aminoacido). Enquanto
HsCHTOP apresenta os motivos UBMs duplicados e localizados em sequéncia na extremidade
carboxi-terminal (DOMINGUES, 2017).

Mostramos anteriormente (DOMINGUES, 2017) que a interacao entre TcFOP
e TcSub2 ocorre via motivo de ligacdo a UAP56/Sub2, indicando que apesar de ser
divergente de seus ortdlogos o dominio FOP de tripanossomatideos parece ser
funcional quanto a ligacdo com TcSub2. Vale ressaltar que confirmamos a presenca
de TcSub2 nos complexos proteicos de TcFOP neste trabalho.

Para TcAPI5 foi predito um dominio API5 (Apoptosis Inhibitor 5). Proteinas
com o dominio API5 funcional estdo descritas como fatores anti-apoptoéticos e
superexpressas em células cancerigenas (HAN et al.,, 2012).

O papel de TcAPI5 na via de exportacdo ainda é pouco compreendido,
porém, na planta Oriza sativa, ja foi demonstrado que API5 interage com
Sub2/UAP56 (LI et al., 2011) e em Drosophila, com Acinus, que se trata de um
componente do Complexo Juncéo Exon (EJC) (RIGOU et al., 2009). Recentemente,
Bong e colaboradores (2020) demonstraram que em células de mamiferos API5
interage diretamente com UAP56 (Sub2 em leveduras), e o silenciamento génico
resulta no acumulo de RNAs poliadenilados no nucleo celular, sugerindo um
importante papel de API5 na exportacdo de mRNA. Entretanto, a deple¢éo de API5
em Trypanosoma brucei ndo afeta a exportacdo de mRNA, apesar disso néo
podemos descartar o papel de API5 como componente da maquinaria de exportacao

de mRNA, uma vez que estdo presentes em seus complexos proteicos inUmeras
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proteinas envolvidas na biogénese de mMRNA, como também sua presenca
altamente representativa nos complexos proteicos de TcSub2.

O dominio NTF2 (Nuclear Transport Factor 2), encontrado em TcNTF2L, esta
presente em diversos receptores de transporte que interagem com o complexo de
poro nuclear, incluindo também o receptor de exportacdo Mex67 (FRIBOURG et al.,
2001; COOK et al., 2007).

Entretanto, no caso da proteina com numero de identificacdo
TcCLB.506435.150, ndo foi possivel predizer qualquer dominio conservado, por este
motivo, ela foi nomeada de TcHYP.

Com base na reconstrucao filogenética, podemos afirmar que as proteinas
descritas acima sdo proteinas exclusivas de Tripanossomatideos e Eubodonida.
TcFOP néao foi detectada em Angomonas deanei e Strigomonas culicis, 0 que pode
sugerir uma perda especifica da linhagem dessa proteina. No caso de TcNTF2L
foram identificados hits em outros organismos, que ndo se agrupam com o clado
principal de cinetoplastideos. Os dados apoiam nossa hipétese de que fatores
exclusivos de cinetoplastideos estdo envolvidos em uma via divergente de
exportacdo de mRNA. Pelo fato de estarem associadas aos complexos proteicos de
TcSub2 e TcelF4Alll, propusemos, que a via de exportacio de mMRNA em
tripanossomatideos conta com componentes conservados e divergentes.

Com intuito de confirmar a associacao destas proteinas com outros fatores de
exportacdo e entender o papel de cada uma delas no transporte nucleo-
citoplasmatico de mRNA, utilizamos diferentes abordagens experimentais. Para
tanto, o primeiro passo foi analisar a localizacéo celular destas proteinas. Mostramos
anteriormente que TcFOP e TcAPI5 sdo proteinas nucleares que colocalizam com
TcSub2 (DOMINGUES, 2017). TcHYP também apresenta localizacdo nuclear e
colocaliza com TcSub2. Pelos dados de proteémica, verificamos que estas proteinas
sao comuns e altamente representativas nos complexos proteicos tanto de TcSub2
quanto de TcelF4Alll

A proteina TcNTF2L foi identificada apenas nos dados relativos ao complexo
proteico de TcelF4Alll. TcelF4Alll é uma proteina com uma localizacdo
citoplasmatica, com perfil de marcagdo semelhante a proteinas de granulos (INOUE
et al., 2015). Verificamos que TcNTF2L colocaliza com TcelF4Alll e acreditamos,
gue assim como TcelF4Alll, TcNTF2L possa migrar entre nucleo e citoplasma, uma
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vez que encontramos em seus complexos proteicos proteinas de localizacéo
citoplasmatica (como PABP1, PABP2, DHH1, SCD6) e proteinas nucleares, como o
complexo de remodelagcdo de cromatina (ISWI), o fator de splicing U2AF26, entre
outras. Recentemente, observou-se que a ortéloga de TcNTF2L em Trypanosoma
brucei estd envolvida no metabolismo de mRNA, e ap0s o tratamento com
sinefungina (droga que inibe o trans-splicing), TONTF2 fica retida em granulos na
face citoplasmatica do complexo de poro nuclear, denominados de NPGs, nos quais
encontram-se muitas proteinas citoplasmaticas de ligagdo ao RNA, porém nenhum
dos principais fatores de inicio da traducéo, inferindo que estes granulos possuam a
funcdo de evitar que RNAs ndo processados adequadamente sejam traduzidos
(GOOS et al., 2019).

Para estudo da funcéo génica, o nocaute do gene, além de laborioso, poderia
ser inviavel, caso as proteinas possuissem uma funcdo essencial para a
sobrevivéncia do parasita. Uma abordagem alternativa a analise da funcéo génica &
o estudo do fenétipo causado pelo silenciamento de genes ortélogos de em T.
brucei, por meio de RNA de interferéncia (ULLU, TSCHUDI E CHAKRABORTY,
2004; KOLEV, TSCHUDI E ULLU, 2011). Os resultados podem gerar evidéncias que
estejam relacionadas a funcionalidade do gene em T. cruzi (NARDELLI et al., 2007,
SERPELONI et al., 2011b).

Vimos que TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP possuem similaridade e boa
cobertura com suas ortblogas em T. brucei (79%, 72%, 58% e 47%
respectivamente). Por isso, geramos linhagens para RNAi das proteinas TbFOP,
TbAPI5, TONTF2 e TbHYP.

Confirmamos a eficiéncia do sistema de RNA de interferéncia por PCR
quantitativa, e observamos que o knockdown de TbFOP, TbAPI5, TONTF2 e TbHYP
nao afetou drasticamente o processo de exportacdo de mRNA.

Vimos que o silenciamento génico de TbAPI5 e TONTF2 afeta a proliferagéo
celular 48 horas e 96 horas, respectivamente, apos a inducdo do sistema de RNAI
por tetraciclina. O efeito tardio na proliferacdo celular ap6s Knockdown de TbAPI5
sugere um efeito secundéario resultante do impacto por meio de processos
adicionais.

Ja o silenciamento da expressao de TbFOP e TbHYP causou pouco impacto

na proliferacao celular e nenhuma das proteinas-alvo parece ser fundamental para a
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exportacdo global de mRNA, uma vez que o acumulo de RNAs poliadenilados no
nacleo celular ndo foi observado por meio da metodologia de hibridizacdo in situ
(FISH).

Apesar de TbFOP, TbAPI5, TbNTF2 e TbHYP n&o serem proteinas
essenciais para a via de exportacdo de mRNA, ndo descartamos o papel destes
fatores como componentes do core proteico responsavel pelo transporte nucleo-
citoplasmatico de mRNA, uma vez que corroboramos a associacdo destas proteinas
com fatores, ja descritos na literatura, como componentes da maquinaria de
exportacdo de mRNA.

Confirmamos por meio de ensaios de imunoprecipitacdo e espectrometria de
massas que TcFOP, TcAPI5 e TcHYP estédo associadas aos complexos proteicos de
TcSub2 e TcelF4Alll, enquanto TcNTF2L estd presente apenas nos complexos
proteicos de TcelF4Alll.

A analise dos complexos proteicos de TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e TcHYP
confirmou a presenca de inidmeros componentes associados ao processamento,
exportacao, controle de qualidade e traducdo de mRNA, presentes em um ou mais
complexos analisados. Entre estes fatores destacam-se o fator de exportacéo
Mex67, e os fatores componentes do complexo EJC Magoh, elF4Alll e Y14, e a
RNA helicase Sub2.

Como concluséo, nosso grupo identificou proteinas conservadas e proteinas
divergentes presentes na maquinaria de exportacio de mRNA em
tripanossomatideos. Proteinas exclusivas de kinetoplastideos, TcFOP, TcAPI5 e
TcHYP, interagem direta ou indiretamente com TcSub2, enquanto TcCNTF2L é uma
proteina citoplasmatica que interage com proteinas nucleares e com o receptor de
exportacdo de mMRNA Mex67. Assim sendo, propomos que a maquinaria de
exportacdo de mRNA em kinetoplastideos contém proteinas conservadas e fatores
divergentes, algumas destas proteinas parecem ser inovagfes especificas da
linhagem (FIGURA 44). Sugerimos que estes novos componentes provavelmente
facam parte da adaptacao evolutiva a transcricéo policistrénica/trans-splicing.
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FIGURA 455. MODELO ESQUEMATICO DE INTERACAO ENTRE A MAQUINARIA DE
EXPORTACAO E CPN. Proteinas conservadas, como TcSub2, TcelF4Alll, proteinas de ligagdo ao
RNA, componentes do EJC e proteinas especificas de linhagem, como TcFOP, TcAPI5, TcNTF2L e
TcHYP estdo representadas no esquema. As proteinas nucleares TcFOP, TcAPI5 e TcHYP
interagem diretamente com TcSub2. Os principais componentes do EJC estdo diretamente
associados ao maquinario de mRNA. TcNTF2L parece ser uma proteina de transporte que interage
com TcelF4Alll e o receptor de exportacdo TcMex67. INOUE et al., submetido.
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ANEXO 1

Lista de proteinas ortélogas de TcFOP, TcAPI5 e TcNTF2L (Gene ID)

i Orthologue proteins (acession number)
Espécies
TcFOP TcAPI5 TcNTF2L
Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like Icl| TcCLB.509033.80:mRNA-p1 Icl|TcCLB.511807.280:mRNA-p1 Icl|TcCLB.511367.220:mRNA-p1
Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like Icl| TcCLB.505807.60:mRNA-p1 Not found Not found
Trypanosoma cruzi Dm28c Not found

Icl| TCDM_06825-t26_1-p1

Trypanosoma rangeli

lcl| TRSC58_01827-t26_1-p1

lcl| TRSC58_05611-t26_1-p1

Icl| TCDM_04668-t26_1-p1

Trypanosoma brucei brucei

Icl]|Th927.6.1470:mRNA-p1

Icl|Tb927.7.2240:mRNA-p1

Icl| TRSC58_04958-t26_1-p1

Trypanosoma brucei gambiense

Icl| Tbg972.6.1120:mRNA-p1

lcl| Thg972.7.2490:mRNA-p1

Icl]Tb927.10.2240:mRNA-p1

Trypanosoma evansi

Icl| TevSTIB805.6.1520-t26_1-p1

lcl| TevSTIB805.7.2300-t26_1-p1

Icl| Tbg972.10.2710:mRNA-p1

Trypanosoma vivax

lcl| TvY486_0600880:mRNA-p1

lcl| TvY486_0702080:mRNA-p1

lcl| TevSTIB805.10.2400-t26_1-p1

Trypanosoma congolense

lcl| TcIL3000_6_910.1-p1

lcl| TelL3000_7_1550.1-p1

lcl| TvY486_1002260:mRNA-p1

Trypanosoma grayi

Not found

lcl|DQO4_05031030-t26_1-p1

lcl| TelL3000_10_1850.1-p1

Leishmania braziliensis

Icl| LbrM.30.0100:mRNA-p1

Icl|LbrM.22.0290:mRNA-p1

Icl|DQO4_02151040-t26_1-p1

Leishmania donovani

lcl| LdBPK_300090.1.1-p1

lcl| LdBPK_220180.1.1-p1

Icl|LbrM.21.0490:mRNA-p1

Leishmania infantum

lcl| LinJ.30.0090:mRNA-p1

Icl|Lin).22.0180:mRNA-p1

lcl|LdBPK_210490.1.1-p1

Leishmania major

lcl| LmjF.30.0090:mRNA-p1

lcl| LmjF.22.0300:mRNA-p1

Icl|Lin).21.0490:mRNA-p1

Leishmania mexicana

Icl|LmxM.29.0090.1-p1

Icl|LmxM.22.0300.1-p1

lcl| LmijF.21.0430:mRNA-p1

Leishmania aethiopica

Icl|LAEL147_000547100.1-p1

Icl|LAEL147_000337200.1-p1

Icl|LmxM.21.0430.1-p1

Leishmania arabica

Icl| LARLEM1108_300005900.1-p1

Icl| LARLEM1108_220008300.1-p1

Icl|LAEL147_000316100.1-p1

Leishmania enriettii

Icl|LENLEM3045_300006300.1-p1

Icl| LENLEM3045_220008000.1-p1

Icl| LARLEM1108_210009400.1-p1

Leishmania gerbilli

lcl| LGELEM452_300005900.1-p1

lcl| LGELEM452_220008100.1-p1

Icl|LENLEM3045_210009400.1-p1

Leishmania panamensis

Icl|LPAL13_300006000.1-p1
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Icl|LPAL13_220008000.1-p1

Icl| LGELEM452_210009600.1-p1
lcl|LPAL13_210009200.1-p1



Leishmania tarentolae

Icl| LtaP30.0140.mRNA-p1

lcl| LtaP22.0310.mRNA-p1

lcl| LtaP21.0440.mRNA-p1

Leishmania tropica

Icl| LTRL590_300006000.1-p1

Icl| LTRL590_220008100.1-p1

Icl| LTRL590_210009800.1-p1

Leishmania turanica

Il | LTULEM423_300005900.1-p1

lcl| LTULEM423_220008200.1-p1

el | LTULEM423_210009600.1-p1

Endotrypanum monterogeii

lcl|EMOLV88_300005700.1-p1

lcl| EMOLVS8_220007800.1-p1

lcl|EMOLVS8_210008900.1-p1

Leptomonas pyrrhocoris

Icl|rna_LpyrH10_04_2610-p1

Icl|rna_LpyrH10_01_0250-p1

Icl|rna_LpyrH10_14_0490-p1

Leptomonas seymouri

Icl|rna_Lsey_0017_0370-1-p1

Icl|rna_Lsey_0170_0130-1-p1

Icl|rna_Lsey_0021_0180-1-p1

Crithidia fasciculata

lcl| CFAC1_260018600.1-p1

lcl| CFAC1_240009500.1-p1

lcl| CFAC1_260010400.1-p1

Phytomonas sp. EM1

tr| W6KL89 | WEKL89_9TRYP

tr| W6KI67 | W6KI67_9TRYP

tr[W6KNR1|W6KNR1_9TRYP

Phytomonas sp. Hart1 Not found tr|W6LOM3 | W6L9M3_9TRYP tr|W6LEE1|W6LEE1 _9TRYP
Angomonas deanei Not found gi| 528227212 |gb|EPY24803.1| gi|528246370|gb|EPY32813.1|
Strigomonas culicis Not found 8i1528229270| gb | EPY25679.1], Not found

gi|528234531|gb|EPY27877.1]

Blechomonas ayalai

Icl|rna_Baya_041_0210-1-p1

Icl|rna_Baya_069_0240-1-p1

Icl|rna_Baya_025_0320-1-p1

Bodo saltans

tr| AOA0S4JV36 | AOA0S4JV36_BODSA

tr| AOAOS4JSH7 | AOA0S4JSH7_BODSA

tr| AOAOS4JP36 | AOA0S4JP36_BODSA

Perkinsela sp. Not found Not found gb|KNH08185|, gb|KNH09172 |
Euglena gracilis Not found Not found Icl| EG_transcript_6772
Dictyostelium purpureum Not found Not found tr| FOZP54 | FOZP54_DICPU
Dictyostelium discoideum Not found Not found tr|Q54221|Q54z21_DICDI
Polysphondylium pallidum GN Not found Not found tr|D3AXJ9 | D3AXJ9_POLPA, Icl|PPA1277794
Rhizopus delemar Not found Not found tr|11BSX2 |11BSX2_RHIO9
Emericella nidulans Not found Not found tr| Q5SATW2 |Q5ATW2_EMENI
Homo sapiens Not found Not found :z || 8;3?\18836| |GG33BBPP12—_I—I|_|UU|\'<I/I';'\:\I’
Takifugu rubripes Not found Not found tt|;|| :ZZTT\\//\\//2|| :ZZTT\\//\\/lol__TT'le((illJJI
Gallus gallus Not found Not found tr]|Q5ZMN1|Q5ZMN1_CHICK
Galdieria sulphuraria Not found Not found gb|EME27356|
Ostreococcus tauri Not found Not found tr| AOAOSON4W9 | AOAOSON4W9_OSTTA
Micromonas commoda Not found Not found tr| CIFGPO|C1FGPO_MICCC
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Physcomitrella patens subsp. patens Not found Not found tr| A9RGK5 | A9RGK5_PHYPA
Ectocarpus siliculosus Not found Not found tr|D7FJI2| D7FJI2_ECTSI
Phytophthora capsici Not found Not found Icl| 39065 | Phytophthora_capsici

Phytophthora infestans Not found Not found tr| DONFVO|DONFVO_PHYIT
Plasmodiophora brassicae Not found Not found tr| AOAOG4IGY9 | AOAOG4IGY9_PLABS

*Em amarelo, espécie Perkinsela. Em vermelho, selecdo representativa de espécies.
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ANEXO 2

Lista de proteinas ortologas de TcHYP (Gene ID)

Espécies

Proteinas ortdlogas (nimero de acesso)
TcHYP

Trypanosoma cruzi Brazil A4

TcBrA4_0122400

Trypanosoma cruzi CL Brener Esmeraldo-like

TcCLB.506265.130

Trypanosoma cruzi CL Brener Non-Esmeraldo-like

TcCLB.506435.150

Trypanosoma cruzi Dm28c 2017

BCY84_19046

Trypanosoma cruzi Dm28c 2018

C4B63_20g45

Trypanosoma cruzi Sylvio X10/1

TcSYL_0196680

Trypanosoma cruzi TCC

C3747_25g164

Trypanosoma cruzi TCC

C3747_225g31

Trypanosoma cruzi Y C6

TcYC6_0088190

Trypanosoma rangeli SC58

TRSC58_01572

Trypanosoma brucei brucei TREU927

Tb927.4.3060

Trypanosoma brucei gambiense DAL972

Tbg972.4.3060

Trypanosoma brucei Lister strain 427

Tb427.04.3060

Trypanosoma brucei Lister strain 427 2018

Tb427_040033100

Trypanosoma evansi strain STIB 805

TevSTIB805.4.3180

Trypanosoma vivax Y486

TvY486_0402930

Trypanosoma congolense IL3000 2019

TcIL3000.A.H_000379000

Trypanosoma theileri isolate Edinburgh

TM35_000014110

Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903

LBRM2903_200020800

Leishmania donovani CL-SL

LdCL_340018500

Leishmania infantum JPCM5

LINF_340018500

Leishmania major strain LV39c5

LMIJLV39_340019400

Leishmania major strain SD 75.1

LMJSD75_340019500

Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103

LmxM.33:497827-498360

Leishmania aethiopica L147

LAEL147_000716200

Leishmania amazonensis MHOM/BR/71973/M2269

LAMA_000740900

Leishmania arabica strain LEM1108

LARLEM1108_340014600

Leishmania enriettii strain LEM3045

LENLEM3045_340016800

Leishmania gerbilli strain LEM452

LGELEM452_340013500

Leishmania panamensis MHOM/COL/81/113

LPAL13_200017500

Leishmania tarentolae Parrot-Tarll

LtaP34.1370

Leishmania tropica L590

LTRL590_340018500

Leishmania turanica strain LEM423

LTULEM423_340013500

Endotrypanum monterogeii strain LV88

EMOLV88_340017500

Leptomonas pyrrhocoris H10

LpyrH10_05_1630

Leptomonas seymouri ATCC 30220

Lsey_0130_0160

Crithidia fasciculata strain Cf-Cl

CFAC1_290043300
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Phytomonas sp. isolate Hart1

CCW66608.1

Angomonas deanei ATCC PRA-265

KV452465.1: 119033- 119476

Strigomonas culicis TCCO12E

AUXH01000136.1: 19086- 19541

Blechomonas ayalai BO8-376

Baya_065_0250

Bodo saltans strain Lake Konstanz

BSAL_66750

Paratrypanosoma confusum CUL13

PCON_0008480
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ANEXO 3

TcHYP FLAG N-terminal

TeHYP FLAG C-terminal

FIGURA 46. LOCALIZACAO NUCLEAR DE TcHYP FUSIONADA A FLAG NAS EXTREMIDADES N
E C-TERMINAL EM T. cruzi POR IMUNOFLUORESCENCIA ATRAVES DE MICROSCOPIA OTICA
DE FLUORESCENCIA. Deteccdo de TcHYP, fusionada & FLAG nas extremidades N e C-terminal,
localizada por imunofluorescéncia indireta com o anticorpo monoclonal anti-FLAG (Invitrogen) na
diluicdo de 1:500 e com anticorpo conjugado com Alexa 488 (Invitrogen, diluicdo de 1:600). MERGE:
colocalizacdo de imagens para DAPI e TcHYP. K: cinetoplasto. N: ndcleo. Barra: 25 pm.
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ANEXO 4

PADRONIZAGAO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS PROTEICOS

TABELA 11. COMPOSICAO DOS TAMPOES 1, 2 E 3 UTILIZADOS PARA A PADRONIZA(}AQ DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITAGAO DOS
COMPLEXOS DE TCFOP E TCAPI5 PARA A SUSPENSAO DO “PO” DE CELULAS OBTIDO PELA TECNICA DE CRYOGRINDING

TAMPAO 1 TAMPAO 2 TAMPAO 3
Na Citrato 10 mM Na Citrato 50 mM Na Citrato 50 mM
Hepes 20 mM Hepes 20 mM Hepes 20 mM
MgCl, 1 mM MgCl; 1 mM MgCl, 1 mM
CaCl; 10 uM CaCl; 10 uM CaCl; 10 uM
E64 10 pM E64 10 pM E64 10 pM
CHAPS 0,1% CHAPS 0,1% TRITON X-100 0,1%
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TABELA 12. TAMPOES UTILIZADOS PARA A OBTENGAO DOS COMPLEXOS PROTEICOS POR LISE POR DETERGENTE

TAMPAO 4 TAMPAO 5 TAMPAO 6
Lise Lavagens Lise Lavagens Lise Lavagens
Na Citrato 50mM | 50mM Hepes 20 mM 20 mM Na Citrato 50mM 50mM
Hepes 20mM | 20 mM NacCl 50 mM 50 mM Hepes 20mM | 20 mM
MgCl 1mM 1 mM KCI 50 mM 50 mM MgCl 1mM 1mM
CaCl 10puM | 10 uM MgCl. 1mM 1mM CaCl 10 uM 10 uM
E64 1uM | 1pMm CaCl, 10 pM 10 pM Triton X-100 0,5% | 0,1%
Triton X-100 | 0,5% 0,1% Triton X-100 | 0,5% 0,1% Glicerol 10% 10%
PMSF 100 uM 100 uM COMPLETE Mini Protease Inhibitor | 1x 1x
Coktail Tablete (Roche)
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Utilizamos diferentes tampdes para a obtencdo dos complexos proteicos das
proteinas alvo deste trabalho. A figura 47 ilustra os testes realizados com o0s
tampdes 1, 2 e 3, descritos na tabela 12, para a suspensdo do “p6” de células
obtidos pela técnica de cryogrinding.

Os ensaios utilizando os tampdes 2 e 3 (FIGURA 47B) mostraram um padréo
eletroforético diferente entre transfectantes e controle (destacados na figura) quando
analisados em SDS-PAGE. No entanto, ndo observamos o enriquecimento das
proteinas fusionadas a GFP, com tamanhos de aproximadamente de 56 kDa para
TcFOP, e 91 kDa para TcAPI5.

A figura 47C, referente aos ensaios de imunoprecipitacdo com os tampdes 2 e
3 (TABELA 12) mostra o resultado do western blot (utilizando anticorpo anti-GFP),
onde nota-se a presenca de uma banda com tamanho aproximado de 30 kDa
corresponde a GFP e observa-se a auséncia das bandas correspondentes as
TcFOP e TcAPI5 fusionadas a GFP.

A & R0 B Q L 52 C
A N

S EF LOEL LER
™ P m \ n ———

€6 kDa S s B sskpa | | BN, - 66 kDa

. 45kDa u ' ! n u 45kDa

30kDa- 30 kDa -a . S D S S 30 kDa
- “ - - . =

Tampéo 1 Tamp&o 2 Tampé&o 3 Tampéo 2 Tampéo 3

FIGURA 467.PADRONIZACAO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITACAO DOS COMPLEXOS
PROTEICOS CONTENDO TCFOP E TCAPI5 COM OS TAMPOES 1, 2 E 3 PARA SUSPENSAO DE
“PO” DE CELULAS OBTIDOS PELA TECNICA DE CRYOGRINDING. A e B) SDS-PAGE corado
com solucdo de Nitrato de Prata apresentando fracGes eluidas de testes de imunoprecipitacdo com
extrato de parasita selvagem (WT) e transfectantes expressando TcFOP (FOP) e TcAPI5 (API5)
fusionadas a GFP. A composicdo dos tampdes esta descrita na tabela 2. C) Western Blot anti-GFP
(diluicdo 1:500) do ensaio de imunoprecipitacdo dos complexos proteicos contendo TcFOP (FOP) e
TcAPI5 com os tampdes 2 e 3 (TABELA 12).
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Apesar da técnica de Cryogrinding ser capaz de produzir extratos celulares
com atividade bioquimica, a maior energia empregada para obtencdo dos complexos
proteicos, pode nem sempre ser benéfica e devem ser otimizadas caso a caso
(STALEY, 2005). Com base nisso optamos por obter os extratos proteicos
diretamente por lise por detergente utilizando os tampdes 4, 5 e 6 (descritos na
tabela 13). Uma vez que isso nos ajudaria a elucidar se realmente os tampdes
utilizados anteriormente estariam propiciando o melhor ambiente para captura por
afinidade ou se a técnica utilizada para obtencédo do “p6 de células” (criomoagem)
nao estaria sendo eficaz para a obtencdo dos complexos proteicos de TcFOP e
TCAPI5.

Assim como 0s ensaios realizados com os tampdes 2 e 3, observamos em
SDS-PAGE que a utilizagdo do tampao 4 (tabela 13) mostra um padréo elefororético
diferente quando comparamos o0 parasita selvagem e parasitas transfectantes
(FIGURA 48A). A figura 48B ilustra a presenca de bandas com tamanhos
correspondentes a TcFOP (56 kDa) e TcAPI5 (91 kDa) apenas no flow through,

sendo ausente nas fragdes eluidas.

A B Flow Through Eluido
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66 kDa i 66 kDal
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30 kDal

Tampao 4

FIGURA 48. PADRONIZACAO DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECITAGCAO DOS COMPLEXOS
PROTEICOS CONTENDO TcFOP E TcAPI5 COM O TAMPAO 4. A) SDS-PAGE corado com solugéo
de nitrato de prata apresentando 1: extrato de parasita selvagem (WT), extrato de parasita
transfectante expressando TcFOP fusionado a GFP (FOP) e extrato de parasita transfectante
expressando TcAPI5 fusionada a GFP (API5). A composi¢do do tampéo esta descrita na tabela XX.
B) Western blot anti-GFP (diluicdo 1:500) do ensaio de imunoprecipitacdo por lise por detergente
utilizando tampao 4 (vide tabela 8). Mostrando as fragdes de Flow Through e Eluido
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Utilizando o tampédo 5 (TABELA 12) observamos um padrédo diferente de
corrida eletroforética quando comparamos 0 extrato de parasita selvagem e extrato
de transfectantes (FIGURA 49A). Porém, quando analisamos o Western blot anti-
GFP (FIGURA 49 B) observamos o reconhecimento de uma proteina com massa

molecular de 30 kDa nas fra¢ces eluidas dos complexos.

# Q NG B
N & &
=

66kDal |
66 kDa
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FIGURA 49. TESTE DOS ENSAIOS DE IMUNOPRECIPITAQAO DOS COMPLEXOS PROTEICOS
CONTENDO TcFOP E TcAPI5 COM O TAMPAO 5. A) Gel de acrilamida 13% corado com nitrato de
prata mostrando os testes de imunoprecipitacdo dos complexos proteicos de TcFOP e TcAPI5. As
setas vermelhas destacam diferentes proteinas observadas nas fragbes eluidas de extratos de
transfectantres que ndo foram observadas na fracdo eluida do controle. B) Western blot anti-GFP
(diluicdo 1:500) dos testes imunoprecipitacdo dos complexos proteicos de TcFOP e TcAPI5

mostrando banda com peso molecular de 30 kDa correspondente a GFP.

Sabe-se que a estabilidade das proteinas em solucdo aquosa é
rotineiramente aumentada por co-solventes tais como glicerol. O glicerol é um dos
polidis mais amplamente utilizados para estabilizar proteinas, que quando

adicionado a uma solucédo proteica, promove a compactagcdo da proteina e reduz a
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flexibilidade da mesma (VAGENENDE, YAP, E TROUT, 2009). Fazendo uma busca
na literatura, observamos que o glicerol havia sido utilizado com éxito para ensaios
de pulldown da proteina FOP de humanos (HsCHTOP) (CHANG et al, 2013), entédo
optamos por utilizar o tampao descrito na tabela 9 acrescido de glicerol na
concentracéo final de 10%.

Apoés ensaio de imunoprecipitacdo, conseguimos observar em SDS-PAGE um
enriquecimento nas amostras eluidas correspondente ao tamanho TcFOP (FIGURA
50 A) e de TcAPI5 (FIGURA 50 C). O ensaio de Western blot utilizando anticorpos
especificos anti-FOP (FIGURA 50 B) e anti-API5 (FIGURA 50 D), mostram a
presenca das referidas proteinas com tamanho correspondente, nas fracdes eluidas
(Pullout) mostrando que as mesmas foram imunoprecipitadas e, consequentemente
mostrando a eficiencia do protocolo.

Este tampao foi utilizado para as demais ensaios de imunoprecipitacao.
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FIGURA 50. ENSAIO DE IMUNOPRECIPITACAO PADRONIZADO COM TAMPAO 6. A) Perfil
eletroforético em gel de poliacrilamida 13% de imunoprecipitacdo utilizando extrato proteico de
parasitas selvagens (WT) e parasita transfectante expressando TcFOP (FOP) fusionada a GFP. B)
Western blot utilizando anticorpo especifico anti-FOP (camundongo, 1:500). (C) Perfil eletroforético
em gel de poliacrilamida 13% de imunoprecipitacdo utilizando extrato proteico de parasitas selvagens
(WT) e parasita transfectante expressando TcAPI5 (API5) fusionada a GFP. D) Western blot
utilizando anticorpo especifico anti-API5 (camundongo, 1:500).
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TABELA 13.

ANEXO 5

LISTA FILTRADA DE PROTEINAS

IDENTIFICADAS NA ANALISE DE
ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE 5 REPLICAS TECNICAS INDEPENDENTES DOS ENSAIOS
DE IMUNOPRECIPITAGAO DE TcFOP

putative

TcCLB.508817.130; TcCLB.509597.20

2% | ok 5 S R
S0 83| o8, | =8 | =888,
Proteina T. cruzi CL Brener ID 28| 20| @20 | Bo=z | Buivz
o o o c L c c c
el &= =o =) 2 gQ o
c a e — — — O —
&35 S £ £ E=h=
FOP TcCLB.509033.80; TcCLB.505807.60 5,2 0 1,27E+08 0,00E+00 #DIV/0!
Importin beta-1 TcCLB.504105.150 4,6 0 1,81E+07 | 0,00E+00 #DIV/0!
elF4Alll TcCLB.506587.40 5,8 0 1,58E+07 | 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.503899.80; TcCLB.507513.130 4,2 0 5,01E+06 0,00E+00 #DIV/0!
NAP TcCLB.508153.164; TcCLB.508183.20 1,8 0 2,70E+06 0,00E+00 #DIV/0!
Mago TcCLB.506945.200 2,6 0| 4,88E+06 | 0,00E+00 #DIV/0!
Importin alpha TcCLB.509965.110 1 0| 2,59E+06 | 0,00E+00 #DIV/0!
MLN51 TcCLB.508879.80 2,8 0| 3,29E+06 | 0,00E+00 #DIV/0!
metallo-peptidase, Clan MF, Family |
M17, putative TcCLB.509859.40; TcCLB.510515.60 2.2 0 1,408+06 | 0,00E+00 #DIV/O!
DRBD2 TcCLB.510755.120; TcCLB.508413.50 7,8 1,2 3,12E+07 1,15E+06 2,72E+01
GMPR TcCLB.506519.130; TcCLB.508909.20 3,8 1 1,13E+07 | 5,58E+05 2,02E+01
TcCLB.511727.290;
NRBD (Lark-like) TcCLB.511727.270 28| 06] 6556406 3,25E+05 2,01+01
NTF2L TcCLB.511367.220 3,4 0,6 | 6,39E+06 | 4,42E+05 1,45E+01
PABP2 TcCLB.508461.140 11,4 3,2 8,26E+07 6,02E+06 1,37E+01
mitochondrial RNA binding complex 1 | TcCLB.510089.110;
subunit, putative TcCLB.510421.130 721 14| 844E406 ) 6,91E+05 1,22E+01
mitochondrial RNA-binding protein 2, | TcCLB.510359.270;
putative TcCLB.506755.260 2 0,2 9,46E+05 1,21E+05 7,80E+00
ALBA4 TcCLB.510877.40; TcCLB.510877.30 1,8 1 7,38E+06 9,73E+05 7,58E+00
TcCLB.505169.10; TcCLB.506655.20;
polyubiquitin, putative, degenerate TcCLB.507483.4; TcCLB.506391.50 2 141 1138407 4,36E+06 2,60E+00
Importin alfa TcCLB.509057.20 1,4 0| 2,75E+06 | 0,00E+00 #DIV/0!
DRBD4 TcCLB.511727.160 1,4 0 1,48E+06 0,00E+00 #DIV/0!
3-oxo-5-alpha-steroid 4-
|
dehydrogenase, putative (fragment) | TcCLB.457251.10; TcCLB.437545.10 08 0| 1,17E+06 0,00E+00 #DIv/o!
mitochondrial DEAD box protein,
|
putative TcCLB.511801.60 1,4 0| 8,64E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
TcAc2 TcCLB.503419.30:mRNA-p1;Q4CZ29 0,8 0| 8,68E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
Q4EO0X3;TcCLB.508277.230;
; ; |
Fibrillarin TcCLB.503913.4 18 0| 7/11E+05/ 0,00E+00 #DIV/0!
GAP2 TcCLB.511815.40; TcCLB.506859.70 1 0,2| 3,79E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
mitochondrial DNA topoisomerase I,
|
putative TcCLB.506445.60; TcCLB.508277.370 | '8 0| 637E+05] 0,00E+00 #DIv/o!
PRP19 TcCLB.509103.10; TcCLB.507801.60 1 0| 4,62E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
gBP21 TcCLB.509831.36; TcCLB.506629.30 1,6 0,2| 3,09E+06 | 6,90E+04 4,47E+01
p22 protein precursor, putative TcCLB.509965.290; TcCLB.509053.70 2,8 0,4| 3,47E+06 1,47E+05 2,36E+01
Dhh1 TcCLB.506959.30; TcCLB.510997.50 2 0,4| 1,72E+06 1,47E+05 1,17E+01
SUB2 TcCLB.508319.40 1,2 0,2| 6,22E+05| 5,63E+04 1,10E+01
ZC3H41 TcCLB.508355.330 1,8 0,6 1,55E+06 1,59E+05 9,77E+00
Retrotransposon hot spot (RHS)
protein, putative TcCLB.506443.150 12 06| 1,26E+06| 2,55E+05 4,938+00
tricarboxylate carrier, putative TcCLB.511583.40; TcCLB.510153.19 1,2 0,8 1,30E+06 3,56E+05 3,65E+00
RRM1 TcCLB.511621.50; TcCLB.509317.60 1,6 1 2,03E+06 | 6,64E+05 3,05E+00
ribonucleoside-diphosphate
reductase small chain, putative TcCLB.506621.30 ! 04| 451E+05| 167E+05 2,70E+00
Phosphoenolpyruvate carboxykinase
[ATP], glycosomal TcCLB.508441.20; TcCLB.507547.90 24| 08| 1BA4E+06) 7,37E+05 2,49E+00
2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic
acid aldolase, putative TcCLB.507081.130; TeCLB.503991.39 | 4| 12| LSIE061 6,71E+05 2,25E+00
NAP TcCLB.509003.10 0,6 0| 4,38E+06 | 0,00E+00 #DIV/0!
HEL67 TcCLB.506213.120 0,6 0| 8,00E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.503693.29; TcCLB.504125.64 0,8 0| 2,21E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
carbonic anhydrase-like protein, 0,6 0| 2,09E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
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Retrotransposon hot spot (RHS)

|
protein, putative (Fragment) TcCLB.509903.5 0,6 0| 3A42E+05] 0,00E+00 #DIv/o!
Uncharacterized protein TcCLB.507515.40; TcCLB.508213.40 0,6 0| 3,33E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
Glycosomal membrane protein,
|
putative TcCLB.511017.50; TcCLB.509203.40 0,6 0 3,58E405 0,00€+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.504089.60; TcCLB.504001.10 1,2 0 1,80E+06 | 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.511287.110; TcCLB.503833.50 1,4 0| 8,02E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.509859.10; TcCLB.510515.30 1 0 9,86E+05 0,00E+00 #DIV/0!
poly(ADP-ribose) polymerase, |
putative TcCLB.509721.60; TcCLB.510173.90 ! 0| 967E+05] 0,00E+00 #DIV/O!
ZC3H40 TcCLB.506211.60; TcCLB.508895.60 0,8 0 6,83E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.510609.20; TcCLB.510397.10 0,6 0 6,01E+05 0,00E+00 #DIV/0!
ubiquitin/ribosomal protein S27a, TcCLB.510409.39; TcCLB.508661.20;
putative TcCLB.510293.40; TcCLB.509937.100 | 08| @2 | 2334061 1,53E+05 1,526+01
TcCLB.511285.120:mRNA-
HELG67 01,Q4DH96 0,6 0| 3,08E+07 2,63E+06 1,17E+01
retrotransposon hot spot protein
(RHS, pseudogene), putative TcCLB.511885.50 0,6 02| LB7E+05| 2,09E+04 8,94E+00
TcCLB.503773.50; TcCLB.506189.10;
NOP56 TcCLB.511573.58 0,6 0,4| 2,29E+05| 4,55E+04 5,03E+00
TcCLB.511827.100;
Tcce TcCLB.510535.100 0,8 0,4 7,17E+05 2,00E+05 3,58E+00
metallo-peptidase, clan MH, family
M18, putative TcCLB.507689.30; TcCLB.507689.50 06| 04| 236E:05) 872E+04 2,70E+00
T-complex protein 1, theta subunit,
putative TeCLB.506247.50 0,8 0,4| 2,13E+05| 9,14E+04 2,33E+00
HAL TcCLB.506247.220 1,8 1,4 1,53E+06 6,96E+05 2,20E+00
glucosamine-6-phosphate isomerase,
putative TcCLB.511025.50; TcCLB.511531.50 08| 04 363405 1,66E+05 2,19+00
chaperone DNAJ protein, putative TcCLB.510575.200; TcCLB.510243.30 2 1 1,72E+06 8,14E+05 2,12E+00
ZC3H39 TcCLB.508895.50; TcCLB.506211.70 0,8 0| 4,78E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
Mitochondrial oligo_U binding
— |
protein TBRGG1, putative TcCLB.507927.20; TcCLB.509047.80 0,4 0| 1,70E+05 0,00E+00 #DIV/0!
FAZ4 TcCLB.510735.90; TcCLB.506147.110 0,4 0| 3,25E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
NADH dehydrogenase, putative TcCLB.508717.20; TcCLB.506839.70 0,8 0 2,62E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
snoRBP TcCLB.507649.80 0,4 0 1,05E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
orotidine-5-phosphate
decarboxylase/orotate 0,8 0| 2,52E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
phosphoribosyltransferase, putative | TcCLB.509899.110; TcCLB.507059.60
RNA Hel ll TcCLB.506123.40; TcCLB.508205.20 0,4 0| 9,53E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.509857.60 0,4 0| 2,00E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.506435.150;
’ |
TcHyp TcCLB.506265.130 0,6 0 1,60E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
Mitochondrial carrier protein,
|
putative TcCLB.509127.50; TcCLB.508737.150 | °'° 0| 1A5E+05] 0,00E+00 #DIv/o!
TcCLB.511287.150;
’ |
fibrillarin, putative TcCLB.506211.250 04 0| &23E+041 0,00E+00 #DIV/0!
3-ketoacyl-CoA thiolase, putative TcCLB.510507.20; TcCLB.509463.30 0,4 0| 7,67E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.510187.290;
’ |
DBP2B TcCLB.508547.110; TcCLB.508973.50 | % 0| 492E+04] 0,00E+00 #DIV/0!
HslV TcCLB.510719.260; TcCLB.506275.20 0,4 0,2| 6,69E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
3,2-trans-enoyl-CoA isomerase,
|
mitochondrial precursor, putative TcCLB.507107.40; TcCLB.509261.30 04 0| 633404 0,00E+00 #DIv/o!
trifunctional enzyme alpha subunit, |
mitochondrial precursor-like protein | TcCLB.509701.10; TcCLB.508981.39 0.6 0| 461E+04 | 0,00E+00 #oIV/o!
inosine-5'-monophosphate
dehydrogenase, putative TcCLB.511301.110; TcCLB.507211.40 14 02| 109E+06 | 2,68E+04 4,06E+01
receptor for activated C kinase 1, TcCLB.511211.130;
putative TeCLB.511211.120 1,8 0,6 | 9,33E+05 2,25E+05 4,15E+00
heat shock protein, putative TcCLB.504153.310 0,4 0,2| 9,32E+04 | 3,58E+04 2,61E+00
API5 TcCLB.511807.280 0,6 0,2 1,01E+05 | 4,16E+04 2,43E+00
fructose-bisphosphate aldolase, TcCLB.510301.20; TcCLB.504163.50;
glycosomal, putative TcCLB.504163.40; TcCLB.510301.10 0.4 1| 1238061 573E+05 2,15E+00
Uncharacterized protein TcCLB.510733.50; TcCLB.506147.190 0,4 0| 2,32E+05| 0,00E+00 #DIV/0!
DRBD3 TcCLB.506649.80; TcCLB.508349.39 0,4 0 1,52E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
mitochondrial RNA binding complex 1 0,6 0| 1,51E+05| 0,00E+00 #DIV/0!

subunit, putative

TcCLB.510091.110; TcCLB.503603.10
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heat shock protein, putative

|
(fragment) TeCLB.506301.11 0,2 0 7,25E+04 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.503823.100 0,2 0 2,77E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
STI1 TcCLB.506321.290 0,2 0 5,77E+04 0,00E+00 #DIV/0!
surface protease GP63 (pseudogene), |
putative TcCLB.505955.30; TcCLB.511213.30 0.2 0| 207E+05] 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.506493.40; TcCLB.510121.120 0,4 0 1,66E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
dihydrolipoamide acetyltransferase |
precursor, putative TcCLB.510105.170; TcCLB.509717.20 0.2 0| 426404 0,00E+00 #DIv/o!
CMGC/CLK family protein kinase,
|
putative TeCLB.510421.150 0,2 0 4,79E+04 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.506211.130 0,2 0 1,36E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.510743.100;
’ |
chaperone DNAJ protein, putative TcCLB.510659.210 0.2 0| 7,98E+04 | 0,00E+00 #DIv/o!
citrate synthase, putative TcCLB.511277.110; TcCLB.509801.30 0,2 0 2,11E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
DNA-directed RNA polymerase Il
|
subunit, putative TcCLB.505997.210; TcCLB.511417.40 02 0| LOO0E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
hnRNPH TcCLB.511109.130; TcCLB.504157.10 0,2 0| 4,38E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
RBP42 TcCLB.509167.140 0,2 0| 8,07E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
aldehyde dehydrogenase, putative |
(fragment) TcCLB.509065.9 0,2 0| 4,53e+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
MCP12 TcCLB.509805.190; TcCLB.503939.20 0,2 0 6,57E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
POMP30 TcCLB.507017.20; TcCLB.505807.150 0,2 0| 4,13e+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
squalene monooxygenase, putative TcCLB.509589.20 0,2 0| 4,07E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.511925.10; TcCLB.508375.70;
; A |
Uncharacterized protein TcCLB.507091.20; TcCLB.511643.4 02} 02| 391E+04 | 0,00+00 #DIV/0!
small nuclear ribonucleoprotein
|
SmD2, putative TcCLB.511189.80; TcCLB.508667.49 0.2 0| 357E+041 0,00€+00 #DIV/0!
fibrillarin, putative TcCLB.510105.50; TcCLB.509715.40 0,2 0| 3,28E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.507963.90; TcCLB.507031.20 0,2 0| 5,64E+03 | 0,00E+00 #DIV/0!
SCD6 TcCLB.507093.300 0,4 0,2 1,48E+05 3,05E+04 4,87E+00
retrotransposon hot spot (RHS)
protein, putative TcCLB.410923.20; TcCLB.507555.80 0.2 0| 404E+05| 839E+04 4,81E+00
nucleoside phosphorylase, putative TcCLB.509569.100 0,2 0,2| 5,35E+04 | 2,30E+04 2,33E+00
CYP51 TcCLB.510101.50; TcCLB.506297.260 0,2 0,2| 8,72E+04 | 4,16E+04 2,10E+00
retrotransposon hot spot protein 0 o| 281E+05| 1,35E+05 2,08E+00

(RHS, pseudogene), putative

TcCLB.504769.170; TcCLB.510631.11
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TABELA 14,

LISTA FILTRADA DE PROTEINAS

) A IDENTIFICADAS NA ANALISE DE
ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE 7 REPLICAS TECNICAS INDEPENDENTES DOS ENSAIOS
DE IMUNOPRECIPITAGAO DE TcAPI5
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API5 TcCLB.511807.280 7,143 0 1,01E+08 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.510755.120;
DRBD2 TeCLB.508413.50 4,286 | 1,429 1,33E+07 | 1,08E+06 1,23E+01
NTF2L TcCLB.511367.220 2,429 1 4,83E+06 | 5,22E+05 9,24E+00
TcCLB.510407.40;
Uncharacterized protein TcCLB.509937.190 1] 0714 2,99E+08 | 8,59E+07 3,48E+00
PABP2 TcCLB.508461.140 5,571 | 3,714 1,98E+07 | 7,00E+06 2,82E+00
TcCLB.505169.10;
TcCLB.506655.20; 2,429 2 1,61E+07 | 6,76E+06 2,39E+00
polyubiquitin, putative, degenerate | TcCLB.507483.4; TcCLB.506391.50
TcCLB.510953.40;
’ |
Uncharacterized protein TcCLB.509005.60 1714 0 4/11E+06 | 0,00E+00 #DIv/o!
3-oxo0-5-alpha-steroid 4-
dehydrogenase, putative TcCLB.457251.10; 0,714 0 4,71E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
(fragment) TcCLB.437545.10
TcCLB.503419.30;
TeA2 TeCLB.509105.70 0,857 | 0,714 9,81E+05 | 4,03E+05 2,43E+00
TcCLB.508319.40;
SUB2 TeCLB.511139.40 1| 0,143 1,21E+06 | 4,02E+04 3,02E+01
ATP-dependent DEAD/H RNA TcCLB.506959.30;
helicase, putative TcCLB.510997.50 1,143 | 0,429 6,37E+05 | 1,81E+05 3,52E+00
Uncharacterized protein TcCLB.511245.200 0,429 | 0,143 1,45E+06 | 4,43E+05 3,27E+00
TcCLB.509831.36;
gBP21 TeCLB.506629.30 0,571 | 0,286 4,85E+05 | 1,52E+05 3,18E+00
TcCLB.509033.80;
’ |
FOP TCCLB.505807.60 0,429 0 1,22E+07 | 0,00E+00 #DIV/0!
elF4Alll TcCLB.506587.40; TcCLB.511199.9 1 0 6,98E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.511287.110;
Uncharacterized protein TcCLB.503833.50 0,857 0,143 1,67E+06 | 9,63E+04 1,748+01
TcCLB.507093.229;
UBP1 TcCLB.507093.220 0,429 | 0,143 8,78E+05 | 5,40E+04 1,63E+01
TcCLB.508175.30;
TcCLB.509149.40;
TcCLB.509149.60; 0,429 | 0,143 3,15E+05 | 5,52E+04 5,70E+00
Uncharacterized protein TcCLB.508175.329
mitochondrial RNA-binding protein | TcCLB.510359.270;
2, putative TeCLB.506755.260 1| 0,286 1,15E+06 | 2,86E+05 4,02E+00
serine peptidase, Clan SJ, family
$16, putative TcCLB.510265.20 0,286 0 1,33E+05 | 5,16E+04 2,58E+00
TcCLB.511827.100;
Tces TeCLB.510535.100 0,429 | 0,286 2,97E+05 | 1,43E+05 2,07E+00
Uncharacterized protein TcCLB.503975.40 0,286 | 0,143 2,53E+05 | 9,27E+04 2,73E+00
mitochondrial carrier protein,
|
putative, frameshift TcCLB.507007.99 0,143 0 1,00E+05 | 0,00€+00 #DIV/0!
TcCLB.504089.60;
’ |
Uncharacterized protein TcCLB.504001.10 0,571 0 1,71E+06 | 0,00£+00 #DIV/o!
TcCLB.506127.50;
’ |
Mex678 TeCLB.508271.30 0,857 0 7,18E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
dispersed gene family protein 1 |
(DGF-1), putative TeCLB.506521.9 0,143 0 6,25E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
DRBD4 TcCLB.511727.160 0,857 0 5,33E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
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TcCLB.506435.150;

|
Tehyp TeCLB 206265 130 0,429 0 4,89E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
Mago TcCLB.506945.200 0,286 0 4,43E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
MLN51 TcCLB.508879.80 0,286 0 2,54E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.508277.230;
’ 1
Fibrillarin TcCLB.503913.4 0,429 0 1,56E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.507017.20;
’ |
POMP30 TCLB 205807 150 0,286 0 1,55E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
Mucin-associated surface protein
1
(MASP) (pseudogene) TcCLB.503497.10 0,143 0 1,298+05 | 0,00E+00 #DIV/o!
TcCLB.510609.20;
’ |
Uncharacterized protein TcCLB.510397.10 0,143 0 1,248+05 | 0,00£+00 #DIv/o!
TcCLB.508349.39;
’ 1
DRBD3 TeCLB.506649 80 0,143 0 1,05E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.507889.10;
’ |
transaldolase, putative TcCLB.503477.20 0,286 0 1,02€+05 | 0,00E+00 #DIV/O!
TcCLB.510101.350;
’ 1
Uncharacterized protein TcCLB.507765.130 0,286 0 9,17E+04 | 0,00E+00 #DIv/o!
Uncharacterized protein TcCLB.508479.380 0,143 0 8,93E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
survival of motor neuron (SMN)- TcCLB.511715.30;
1
like protein TcCLB.508445.40 0,143 0 7,92E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.506737.70;
’ |
ubiquitin-like protein, putative TcCLB.511855.20 0,143 0 7,23E+04 1 0,00E+00 #DIV/0!
POMP27 TcCLB.504057.40 0,143 0 6,87E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
mitochondrial oligo_U binding
— |
protein TBRGG1, putative TcCLB.507927.20 0,143 0 >,338+04 | 0,00£+00 #DIV/0!
TcCLB.511181.80;
’ 1
threonyl-tRNA synthetase, putative | TcCLB.508299.80 0,286 0 4,84£+04 | 0,00E+00 #DIv/o!
kinetoplastid kinetochore protein
|
4, putative TeCLB.511575.70 0,143 0 4,79E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.510719.260;
’ |
HsIV TcCLB.506275.20 0,143 | 0,143 3,81E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.510101.330;
’ 1
Uncharacterized protein TcCLB.507765.149 0,286 0 3,52E+04 | 0,00E+00 #DIv/o!
protein tyrosine phosphatase, |
putative TcCLB.511635.40 0,143 0 3,47E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
pyruvate kinase 2, putative TcCLB.511281.60 0,143 0 2,56E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
SMD3 TcCLB.508257.150 0,143 0 2,07E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
metallo-peptidase, Clan MF, Family | TcCLB.509859.40;
M17, putative TcCLB.510515.60 1| 0,286 7,77E+05 | 9,20E+04 8,45E+00
TcCLB.508895.60;
2C3H40 TeCLB.506211.60 0,429 | 0,143 4,67E+05 | 7,78E+04 6,00E+00
SCD6 TcCLB.507093.300 0,286 | 0,143 1,19E+05 | 2,02E+04 5,87E+00
mitochondrial phosphate
transporter, putative TcCLB.509551.30 0,286 0 3,36E+05 | 6,08E+04 >,53E+00
nucleoside phosphorylase, putative | TcCLB.509569.100 0,143 | 0,143 1,12E+05 | 2,73E+04 4,08E+00
TcCLB.504089.70;
Uncharacterized protein TcCLB.504001.20 0,286 0,143 >,94E+05 | 1,83E+05 3,24E+00
TcCL8.511109.130; 0,286 | 0,143 2,16E+05 | 8,15E+04 2,65E+00

hnRNPH

TcCLB.504157.10
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TABELA 15. LISTA LISTA FILTRADA DE PROTE[NAS IDENTIFICADAS NA ANALISE DE
ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE 4 REPLICAS TECNICAS INDEPENDENTES DOS ENSAIOS
DE IMUNOPRECIPITAGAO DE TcNTF2
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12,2
NTF2L TeCLB.S11367 220 5| 45 4,44E+09 8,82E+07 5,03E+01
GMPR TcCLB.508909.20; TcCLB.506519.130 8,25 0 1,58E+08 0,00E+00 #DIV/0!
metallo-peptidase, Clan |
MF, Family M17, putative | TcCLB.509859.40; TcCLB.510515.60 %5 0 1,44E+08 0,00E+00 #DIV/0!
hnRNPH TcCLB.511109.130; TcCLB.504157.10 6,75 0 1,02E+08 0,00E+00 #DIV/0!
NRBD (Lark-like) TcCLB.511727.290; TcCLB.511727.270 5,25 0 1,02E+08 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.509445.10; TcCLB.507259.10;
tryparedoxin peroxidase, | TcCLB.505983.9; TcCLB.487507.10; 4,75 0 9,58E+07 0,00E+00 #DIV/0!
putative TcCLB.504839.44; TcCLB.504839.28
Dhh1 TcCLB.506959.30; TcCLB.510997.50 8,25 0 8,88E+07 0,00E+00 #DIV/0!
Nonsense Reg (upf1) TcCLB.511317.30 5 0 3,42E+07 0,00E+00 #DIV/0!
ZC3H40 TcCLB.508895.60; TcCLB.506211.60 5,75 0 2,62E+07 0,00E+00 #DIV/0!
GRP78A TcCLB.506585.40 3,75 0 1,06E+07 0,00E+00 #DIV/0!
gbpP21 TcCLB.509831.36; TcCLB.506629.30 1,75 0 8,68E+06 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.509793.50 1 0 2,22E+06 0,00E+00 #DIV/0!
Tc38 TcCLB.503833.50; TcCLB.511287.110 85| 15 1,24E+09 6,09E+06 2,04E+02
PABP2 TcCLB.508461.140 19,5 4,5 2,40E+09 2,20E+07 1,09E+02
11,7
DRBD2 TcCLB.510755.120; TcCLB.508413.50 s 4 161E+09 | 1,60E+07 1,00E+02
MtHSP70 TcCLB.507029.30 4,75 | 0,25 1,46E+07 1,76E+05 8,26E+01
TcCLB.511367.360; TcCLB.510119.20;
TcCLB.511369.20; TcCLB.511367.370;
TcCLB.510119.9; TcCLB.511369.10; 7,25 2 8,57E+07 | 815E+06 1,05+01
eEF1-alfa TcCLB.511369.30
polyubiquitin, putative, TcCLB.505169.10; TcCLB.506655.20;
degenerate TcCLB.507483.4; TcCLB.506391.50 L75 | 175 2,61E+07 | 1,308+07 2,01E+00
12,2
4 |
ZC3H41 TcCLB.508355.330; TcCLB.508357.9 s © 3,21E+08 | 0,00E+00 #DIv/o!
DRBD4 TcCLB.511727.160 8,75 0 1,39E+08 0,00E+00 #DIV/0!
TRRM1 TcCLB.509317.60 1,5 1,17E+08 0,00E+00 #DIV/0!
receptor for activated C |
kinase 1, putative TcCLB.511211.130; TcCLB.511211.120 7,25 0 6,23£+07 0,00E+00 #DIV/o!
ZC3H39 TcCLB.506211.70; TcCLB.508895.50 3 0 2,67E+07 0,00E+00 #DIV/0!
PABP1 TcCLB.506885.70 5,75 0 2,58E+07 0,00E+00 #DIV/0!
RBP42 TcCLB.509167.140 1,5 0 2,28E+07 0,00E+00 #DIV/0!
HSP100 TcCLB.506821.20; TcCLB.508807.10 3,5 0 2,13E+07 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.510101.350; TcCLB.507765.130 15 0 2,06E+07 0,00E+00 #DIV/0!
DRBD3 TcCLB.508349.39; TcCLB.506649.80 2,75 0 1,87E+07 0,00E+00 #DIV/0!
MKT1 TcCLB.506945.70; TcCLB.506835.110 6 0 1,78E+07 |  0,00E+00 #DIV/0!
SCD6 TcCLB.507093.300 2 0 1,49E+07 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.507639.20; TcCLB.503781.90;
; ; \
UMSBP2 TcCLB.507639.30; TcCLB.503781.80 L5 0 1,10E+07 0,00E+00 #DIV/o!
Uncharacterized protein TcCLB.510131.30; TcCLB.506931.20 2 8,96E+06 0,00E+00 #DIV/0!
SRPK TcCLB.506945.220 2 0 7,49E+06 0,00E+00 #DIV/0!

160




Uncharacterized protein | TcCLB.503719.39; TcCLB.503757.30 1,25 0 7,01E+06 0,00E+00 #DIV/0!
PUM TcCLB.507049.199 0,75 0 6,16E+06 0,00E+00 #DIV/0!
GAP2 TcCLB.511815.40; TcCLB.506859.70 2,25 0 5,83E+06 |  0,00E+00 #DIV/0!
Helicase, putative TcCLB.510655.30; TcCLB.510753.9 3 0 5,77E+06 0,00E+00 #DIV/0!
inosine-5'-
monophosphate 2,75 0 5,59E+06 0,00E+00 #DIV/0!
dehydrogenase, putative | TcCLB.511301.110; TcCLB.507211.40
MHEL61 TcCLB.511801.60 2,5 0 5,46E+06 0,00E+00 #DIV/0!
retrotransposon hot spot
(RHS) protein, putative 0,75 0 5,00E+06 0,00E+00 #DIV/0!
(fragment) TcCLB.509903.5
Uncharacterized protein | TcCLB.510729.220; TcCLB.506885.200 1,75 0 4,84E+06 0,00E+00 #DIV/0!
PUF6 TcCLB.510125.10 1,75 0 4,46E+06 0,00E+00 #DIV/0!
snoRBP TcCLB.507649.80 1,75 0 4,22E+06 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.506443.150; TcCLB.508577.30;
retrotransposon hot spot | TcCLB.510643.50; TcCLB.398009.10; 1 0 4,13E+06 0,00E+00 #DIV/0!
(RHS) protein, putative TcCLB.507591.9
mitochondrial oligo_U
binding protein TBRGG1, 1,5 0 3,70E+06 0,00E+00 #DIV/0!
putative, degenerate TcCLB.509047.80; TcCLB.507927.20
kinetoplast DNA-
associated protein, 1,5 0 3,36E+06 0,00E+00 #DIV/0!
putative TcCLB.511039.10; TcCLB.509791.120
CAP - methyltransferase | TcCLB.508799.80; TcCLB.506773.120 15 0 3,35E+06 |  0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.510007.30; TcCLB.505165.10;
; ; ’
RBP31 TcCLB.507885.10; TcCLB.505007.10 125 0 3,35E406 0,00€+00 #DIV/0!
cysteine peptidase TcCLB.460197.10; TcCLB.508595.50; .
(pseudogene), putative TcCLB.509401.20; TcCLB.507537.10 0,75 0 3,29E+06 0,00E+00 #DIv/o!
Uncharacterized protein | TcCLB.503899.80; TcCLB.507513.130 1,5 0 2,99E+06 0,00E+00 #DIV/0!
GAP1 TcCLB.506235.20; TcCLB.413977.10 15 0 2,77E+06 0,00E+00 #DIV/0!
KH1 TcCLB.509791.189 0,75 0 2,60E+06 0,00E+00 #DIV/0!
UBP-2 TcCLB.507093.229; TcCLB.507093.220 0,75 0 2,32E+06 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.508139.135; TcCLB.508039.10;
retrotransposon hot spot | TcCLB.509085.90; TcCLB.511773.110; |
protein (RHS, TcCLB.507801.210; TcCLB.504049.20; 0751 0 2,17€+06 | 0,00E+00 #Div/o!
pseudogene), putative TcCLB.509307.10; TcCLB.509485.70
13 TcCLB.511367.138 1,25 0 1,83E+06 0,00E+00 #DIV/0!
PUF2 TcCLB.511261.120; TcCLB.507831.110 15 0 1,59E+06 |  0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.459199.10; TcCLB.511929.30;
retrotransposon hot spot | TcCLB.510083.30; TcCLB.507611.10; 1 0 1,50E+06 0,00E+00 #DIV/0!
(RHS) protein, putative TcCLB.504109.200; TcCLB.507625.10
kinetoplastid-specific
phospho-protein 1,5 0 1,41E+06 0,00E+00 #DIV/0!
phosphatase, putative TcCLB.506465.50; TcCLB.505193.10
RRM1 TcCLB.511621.50 0,75 0 1,01E+06 0,00E+00 #DIV/0!
orotidine-5-phosphate
decarboxylase/orotate 075| o 9,01E405 |  0,00E+00 #DIV/0!
phosphoribosyltransferas
e (pseudogene), putative | TcCLB.506747.10; TcCLB.507059.60
Uncharacterized protein | TcCLB.510515.30; TcCLB.509859.10 1 0 6,87E+05 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.509569.180; TcCLB.508989.90 1 0 4,61E+05 |  0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.509059.20 0,75 0 3,17E+05 0,00E+00 #DIV/0!
mitochondrial RNA
binding complex 1 0,75 0 1,25E+08 1,46E+05 8,55E+02
subunit, putative TcCLB.510089.110
mitochondrial DNA
topoisomerase II, putative | TcCLB.506445.60; TcCLB.508277.370 351 0,25 1,16E+07 | 2,52E+04 4,61E+02
HEL67 TcCLB.511285.120; TcCLB506213.120 1] 05 3,64E408 | 2,22E+07 1,64E+01
HEL67 TcCLB.506213.120 0,75 0,5 8,56E+06 5,53E+05 1,55E+01
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Ran TcCLB.509455.80; TcCLB.503539.30 2| 05 4,97E+06 5,70E+05 8,72E+00
ATP-dependent Clp
protease subunit heat
shock protein 100 2,25 0 1,11E+07 1,27E+06 8,68E+00
(HSP100), putative
(fragment) TcCLB.508665.14
histone H2B, putative TcCLB.511635.20; TcCLB.511635.10 1] 0,25 1,89E+06 2,44E+05 7,77€+00
Uncharacterized protein | TcCLB.511001.90 0,75 0,25 2,22E+06 2,89E+05 7,69E+00
mucin TcMUC
|
(pseudogene), putative | TcCLB.508021.20 051 0 2,64E+07 | 0,00€+00 #DIv/o!
Uncharacterized protein | TcCLB.504089.60; TcCLB.504001.10 15 0 2,35E+07 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.505931.50; TcCLB.507817.9;
TcCLB.507817.18; TcCLB.505931.40;
; ; \
TcCLB.509471.86; TcCLB.509471.77; 0,75 0 1,50€+07 0,00E+00 #DIv/o!
Histone H3 TcCLB.509471.68; TcCLB.509471.59
Uncharacterized protein | TcCLB.510609.20; TcCLB.510397.10 2 0 1,24E+07 0,00E+00 #DIV/0!
mitochondrial RNA-
binding protein 2, 1,5 0 8,05E+06 0,00E+00 #DIV/0!
putative TcCLB.510359.270; TcCLB.506755.260
Uncharacterized protein | TcCLB.504089.70; TcCLB.504001.20 0,75 0 6,86E+06 |  0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.508965.100; TcCLB.509007.10 0,5 0 5,48E+06 0,00E+00 #DIV/0!
ZFP2 TcCLB.503989.10; TcCLB.401469.10 05 0 3,69E+06 |  0,00E+00 H#DIV/0!
KkZFP2 TcCLB.509731.10; TcCLB.507639.10 0,5 0 3,26E+06 0,00E+00 #DIV/0!
delta-1-pyrroline-5-
carboxylate 1 0 2,13E+06 0,00E+00 #DIV/0!
dehydrogenase, putative | TcCLB.509351.10; TcCLB.510943.50
RNA Hel Il TcCLB.506123.40; TcCLB.508205.20 1 0 1,72E+06 |  0,00E+00 #DIV/0!
mitochondrial RNA
binding complex 1 0,5 0 1,62E+06 0,00E+00 #DIV/0!
subunit, putative TcCLB.510421.130
elF4Alll TcCLB.506587.40; TcCLB.511199.9 0,75 0 1,34E+06 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.509857.60 0,75 0 1,26E+06 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.507105.50 0,5 0 8,76E+05 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.507641.290; TcCLB.507641.280;
TcCLB.507641.300; TcCLB.510187.551; 1 0 7,49E+05 0,00E+00 #DIV/0!
HSP60 TcCLB.510187.420
DED1 TcCLB.510661.90; TcCLB.510741.180 0,5 0 5,13E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
heat shock 70 kDa
protein, putative 0,5 0 3,69E+05 0,00E+00 #DIV/0!
(fragment) TcCLB.506135.9
Uncharacterized protein | TcCLB.511295.50; TcCLB.506481.20 0,5 0 1,82E+05 0,00E+00 #DIV/0!
trans-sialidase, Group V
’ ’ ‘
putative TeCLB.510363.250 0,5 0 6,43E+04 |  0,00E+00 #DIV/0!
ALBA4 TcCLB.510877.40 0,5 0 5,21E+08 1,85E+05 2,81E+03
PGFS TcCLB.508461.80; TcCLB.506147.9 0,75 0,25 7,15E+05 | 4,27E+04 1,67E+01
u2af26 TcCLB.510943.60; TcCLB.503577.20 1] 0,25 2,42E+06 1,87E+05 1,29E+01
mitochondrial malate
dehydrogenase, putative | TcCLB.507883.109; TcCLB.506195.110 051 025 1O6E+05 | 2,11E+04 >/01E+00
ALBA3 TcCLB.510877.30 0,25 0 6,05E+06 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.504985.10 0,25 2,82E+06 0,00E+00 #DIV/0!
retrotransposon hot spot |
(RHS) protein, putative TcCLB.509259.180 0,25 0 2,76E+06 0,00E+00 #Div/o!
JBP2 TcCLB.508859.74 0,25 0 1,76E+06 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.506247.250 0,25 0 1,66E+06 0,00E+00 #DIV/0!
KH1 TcCLB.508719.70 0,25 0 1,32E+06 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.507787.140; TcCLB.507625.70 0,5 0 1,27E+06 0,00E+00 #DIV/0!
trans-sialidase 025 o 1,23E+06 |  0,00E+00 #DIV/0!

(pseudogene), putative

TcCLB.508521.90
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Uncharacterized protein | TcCLB.510729.210; TcCLB.506885.204 0,5 0 1,17e+06 |  0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.506289.240; TcCLB.506289.200;
B ; |
Uncharacterized protein TcCLB.506289.130 025 0 1,00E+06 0,00€+00 #DIV/o!
Uncharacterized protein | TcCLB.508815.40 0,25 0 8,52E+05 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.509219.50; TcCLB.509265.50 0,25 0 5,78E+05 0,00E+00 #DIV/0!
heat shock protein 85, TcCLB.509643.130; TcCLB.509105.14;
|
putative TcCLB.507713.30; TcCLB.509105.150 075 0 >,60E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.508321.11; TcCLB.511817.180;
TcCLB.511817.171; TcCLB.511817.161;
TcCLB.511817.151; TcCLB.511817.140;
; ; |
TcCLB.511809.140; TcCLB.511809.135; 0,25 0 >,00E+05 0,00E+00 #DIV/0!
histone H2A, putative TcCLB.509207.20; TcCLB.509207.11,;
(fragment) TcCLB.508321.21
trans-sialidase
|
(pseudogene), putative | TcCLB.508303.120 0251 0 4,97E+05 | 0,00E+00 #DIv/o!
PBP1 TcCLB.511409.10; TcCLB.509571.4 0,5 0 4,74E+05 | 0,00E+00 #DIV/0!
ATPF1A TcCLB.510395.10 0,25 0 4,65E+05 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.508269.40 0,25 0 4,60E+05 0,00E+00 #DIV/0!
tegtl TcCLB.510329.130 0,25 0 4,06E+05 0,00E+00 #DIV/0!
ubiquitin-protein ligase- |
like, putative TcCLB.508971.50 025 0 4,02E+05 |~ 0,00E+00 #DIV/0!
TcCLB.475133.10; TcCLB.509629.10;
; ; |
trans-sialidase, putative TcCLB.511779.60 0,25 0 3/128405 0,00€+00 #DIv/0!
Basal body protein TcCLB.508411.30 0,25 0 1,43E405|  0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.508811.30; TcCLB.503415.30 0,25 0 1,38E+05 |  0,00E+00 #DIV/0!
) ) TcCLB.504883.70:pseudogenic_transcript- 0,25 0 1,32E405 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein pl
Uncharacterized protein TcCLB.503999.80 0,25 0 1,10E+05 0,00E+00 #DIV/0!
trans-sialidase
|
(pseudogene), putative TcCLB.509525.20 0,25 0 9,498+04 0,00E+00 #DIV/0!
Uncharacterized protein | TcCLB.508257.100; TcCLB.469435.10 0,25 0 9,44E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
kinetoplast DNA-
associated protein, 0,25 0 5,44E+04 0,00E+00 #DIV/0!
putative TcCLB.510593.49
surface protease GP(?B TcCLB.506185.10:pseudogenic_transcript- 0,25 0 5,01E+04 0,00E+00 #DIV/0!
(pseudogene), putative pl
ISWI TcCLB.507265.15; TcCLB.509213.170 0,25 0 3,41E+04 | 0,00E+00 #DIV/0!
Mucin-associated surface
protein (MASP) TcCLB.506613.110:pseudogenic_transcript | 0,25 0 2,86E+04 0,00E+00 #DIV/0!
(pseudogene) -pl
HSP70 TcCLB.511211.170 0 0 8,96E+07 2,03E+06 4,40E+01
heat shock protein 70 o] o 6,21E+06 |  4,82E+05 1,29E+01

(hsp70), putative

TcCLB.511211.160
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TABELA 16.

LISTA FILTRADA DE PROTEINAS

) A IDENTIFICADAS NA ANALISE DE
ESPECTROMETRIA DE MASSAS DE 7 REPLICAS TECNICAS INDEPENDENTES DOS ENSAIOS
DE IMUNOPRECIPITAGAO DE TcHYP

" " ) ) )
b b o o T
. . wlay 5o G0 S=®
Protein T. cruzi CL Brener ID o>|o 3 = > =0 =Z 5
eT|e3 =T £« Ea G
2 |2 o s s> g
=% =% - S oI =
o) o) D D @ £
o o = = =
TcHyp TcCLB.506435.150; TcCLB.506265.130 5| 0] 3,36E+08 0,00E+00 |  #ppv/or
Mex67B TcCLB.506127.50; TcCLB.508271.30 7| 0] 1,48E+08 0,00E+00 | #ppv/or
p22 protein precursor, TcCLB.509965.290; TcCLB.509053.70 6| 0] 1,22E+08 0,00E+00
putative #DIV/0!
GMPR TcCLB.508909.20; TcCLB.506519.130 4| 0| 1,59E+07 7,96E+04 2,00E+02
NRBD (Lark-like) TcCLB.511727.290; TcCLB.511727.270 4| 0| 3,37E+07 1,91E+05 1,77E+02
Uncharacterized protein TcCLB.510609.20; TcCLB.510397.10 1| 0| 2,63E+06 2,46E+04 | 1 07E+02
DRBD4 TcCLB.511727.160 3| 0| 590E+06 1,03E+05 | 574401
histone H2A, putative TcCLB.509207.11; TcCLB.511817.180 2| 1] 1,24E+07 4,01E+05 | 3 09E+01
NTF2L TcCLB.511367.220 3| 1| 1,50E+07 5,03E+05 | 7 97E+01
mitochondrial malate .
dehydrogenase, putative TcCLB.507883.109; TcCLB.506195.110 3| 1| 6,44E+06 2,44E+05 2,64E+01
heat shock protein 85 TcCLB.509643.130;
utative ! TcCLB.509105.140; TcCLB.507713.30; 11| 5| 1,09E+08 5,29E+06
P TcCLB.509105.150 2,06E+01
PABP2 TcCLB.508461.140 11| 5| 1,30E+08 9,65E+06 | 1 35£+01
elF4A1 TcCLB.511585.190; TcCLB.510155.180 4| 1| 4,91E+06 4,04E+05 1,22E+01
mitochondrial RNA binding
complex 1 subunit, TcCLB.510089.110; TcCLB.510421.130 8| 1| 1,97E+07 1,64E+06
putative 1,20E+01
DRBD2 TcCLB.510755.120; TcCLB.508413.50 2| 2,24E+07 2,32E+06 | g 69E+00
Ran TcCLB.509455.80; TcCLB.503539.30 3| 1| 9,21E+06 9,69E+05 | 9 50E+00
RRM1 TcCLB.511621.50; TcCLB.509317.60 2| 1| 7,94E+06 9,77E+05 | g 13E+00
TcCLB.510119.20; TcCLB.511367.360;
TcCLB.511367.370; TcCLB.511369.20;
eEFl-alfa TCCLB.510119.9; TcCLB.511369.10; 7| 6]664E407)  9,78E+06
TcCLB.511369.15 6,78E+00
. TcCLB.508203.29; TcCLB.510351.11;
Histone H4 TcCLB.508203.56; TcCLB.508203.47 4| 2| 269B407]  4T3EH06| 5 5ery00
Histone H3 TcCLB.505931.50; TcCLB.507817.9 1| 1| 2,69E+07 4,84E+06 | 5 57E+00
Histone H2B TcCLB.511635.20; TcCLB.511635.10 2| 1| 3,87E+07 7,90E+06 | 4 91E+00
polyubiquitin, putative, TcCLB.505169.10; TcCLB.506655.20;
degenerate TcCLB.507483.4 2| 1| 2,50E+07 552B+06 | ) 5or 00
alpha tubulin, putative TcCLB.411235.9 8| 7| 1,32E+08 4,66E+07 | 2 83E+00
pyruvate phosphate .
dikinase, putative TcCLB.506297.190; TcCLB.510101.140 17 | 11 | 8,52E+07 3,40E+07 2 51E+00
HEL67 TcCLB.511285.120 1| 0] 9,53E+07 1,40E+07 | § 82E+00
ZC3H41 TcCLB.508355.330; TcCLB.508357.9 6| 0| 1,61E+07 0,00E+00 #DIV/O!
mitochondrial RNA-binding .
protein 2, putative TcCLB.510359.270; TcCLB.506755.260 2| 0] 5,03E+06 0,00E+00 #DIV/O!
Fibrillarin TcCLB.508277.230; TcCLB.503913.4 2| 0| 1,45E+06 0,00E+00 |  #ppvy/o!
PFK TcCLB.508153.340 1| 0| 7,30E+05 0,00E+00 #DIV/O!
MHEL61 TcCLB.511801.60 4| 0| 546E+06 7,49E+04 | 7 29401
Dhh1 TcCLB.506959.30; TcCLB.510997.50 4| 0| 9,09E+06 2,11E+05 | 4 31E+01
inosine-5'-monophosphate | TcCLB.511301.110; TcCLB.507211.40;
dehydrogenase, putative TcCLB.511351.9 3| 0] 246E+06 6,42E+04 3,84E+01
Retrotransposon hot spot
(RHS) protein. putative TcCLB.506443.150 1| 1| 3,16E+06 e
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ZC3H39

TcCLB.508895.50; TcCLB.506211.70

3,03E+06

1,84E+05

1,65E+01
TcCLB.507641.290;
HSP60 TcCLB.507641.280; 8| 4| 4,30E+07 3,44E+06
TcCLB.510187.420; TcCLB.507641.300 1,25E+01
PGFS TcCLB.508461.80; TcCLB.507617.9 5| 3| 4,60E+07 4,11E+06 | 1 12E+01
MtHSP70 TcCLB.507029.30 8| 3| 2,80E+07 3,27E+06 | g 57E+00
tryparedoxin peroxidase, TcCLB.509445.10; TcCLB.507259.10;
putative TcCLB.505983.9; TcCLB.487507.10 4] 2| 296E+07 |  454B406 | 4 oor gy
chaperone DNAJ protein, | 1. g 510575.200; TcCLB.510243.30 2| 1]1,82E+06 3,67E+05
putative 4,96E+00
ubiquitin/ribosomal protein | TcCLB.510409.39; TcCLB.508661.20;
S27a, putative TcCLB.510293.40; TcCLB.509937.100 1] 0]9,99E+06 0,00E+00 #DIV/0!
mitochondrial DNA =~ | 10| B 506445.60; TcCLB.508277.370 5| 0|9,77E+06|  0,00E+00
topoisomerase |l, putative #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.511287.110; TcCLB.503833.50 2| 0] 7,31E+06 0,00E+00 #DIV/O!
PABP1 TcCLB.506885.70 3| 0] 592E+06 0,00E+00 |  #pvyo!
metallo-peptidase, Clan .
MF, Family M17, putative TcCLB.509859.40; TcCLB.510515.60 2| 0| 3,57E+06 0,00E+00 #DIV/O!
CYP TcCLB.510947.50; TcCLB.509499.10 1| 0| 3,46E+06 0,00E+00 |  #pjv/or
fructose-bisphosphate . .
TcCLB.510301.20; TcCLB.504163.50;
aldolase, glycosomal, TCCLB.504163.40; TcCLB.510301.10 1| 0|294E+06|  0,00E+00
putative #DIV/0!
SuUB2 TcCLB.508319.40 2| 0| 2,62E+06 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.509793.50 1| 0| 2,49E+06 0,00E+00 #DIV/O!
ZC3H40 TcCLB.508895.60; TcCLB.506211.60 1| 0] 2,40E+06 0,00E+00 #DIV/O!
nascent polypeptide
associated complex TcCLB.510579.70; TcCLB.510241.60 1| 0| 1,82E+06 0,00E+00
subunit, putative #DIV/0!
Retrotransposon hot spot
(RHS) protein, putative TcCLB.509903.5 1| 0] 1,59E+06 0,00E+00
(Fragment) #DIV/0!
TcCLB.506189.10; TcCLB.503773.50;
NOPS56 TcCLB.511573.58 2| 0] L13E+06 0.00E+00 | upivion
RBSR2/SR34 TcCLB.508209.39; TcCLB.503919.30 1| 0] 1,08E+06 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.509857.60 1| 0| 9,81E+05 0,00E+00 #DIV/O!
fibrillarin, putative TcCLB.511287.150; TcCLB.506211.250 1| 0| 7,05E+05 0,00E+00 |  #pv/ol
heat shock protein,
putative (fragment) TcCLB.506301.11 1| 0] 3,59E+05 0,00E+00 #DIV/O!
DJ-1 family protein, .
putative TcCLB.509047.40; TcCLB.507927.60 1| 0] 2,60E+05 0,00E+00 #DIV/O!
trifunctional enzyme alpha
subunit, mitochondrial .
precursor-like protein, TcCLB.509701.10; TcCLB.508981.39 1| 0] 8,80E+04 0,00E+00
putative #DIV/O!
tricarboxylate carrier, .
putative TcCLB.511583.40; TcCLB.510153.19 1| 0] 8,79E+04 0,00E+00 #DIV/O!
mitochondrial carrier .
protein, putative TcCLB.509127.50; TcCLB.508737.150 1| 0] 3,52E+04 0,00E+00 #DIV/O!
elongation factor 2, .
putative TcCLB.510963.90; TcCLB.508169.20 7| 11 215E+07 4,35E+05 4,94E+01
Enolase TcCLB.504105.140 3| 0] 5,27E+06 1,26E+05 | 4 20E+01
Peroxiredoxin TcCLB.509499.14 1| 0] 1,98E+06 6,03E+04 | 3 28E+01
D-isomer specific 2-
hydroxyacid . TcCLB.510099.120; TcCLB.506263.10 4| 0|963E+06|  4,99E+05
dehydrogenase-protein,
putative 1,93E+01
glyceraldehyde 3- . .
TcCLB.509065.70; TcCLB.509065.60
phosphate dehydrogenase, ! ' 2| 1] 8,74E+06 5,40E+05
putative TcCLB.506943.60; TcCLB.506943.50 1,62E+01
amidinotransferase, TcCLB.508693.50; TcCLB.505989.110 2| 0|367E+06|  2,42E+05
putative 1,51E+01
Uncharacterized protein TcCLB.510679.40; TcCLB.511439.40 3| 0] 4,63E+06 3,90E+05 | 1 10E+01
eEFl-gamma TcCLB.506459.290; TcCLB.510163.20 1| 0| 1,77E+06 1,56E+05 1,13E+01
serine peptidase, Clan SC, | TcCLB.509695.220; 1| 1] 3,28E+06 2,97E+05 | 111E+01
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Family S10, putative

TcCLB.509695.210; TcCLB.508671.20

succinyl-CoA synthetase

alpha subunit, putative TcCLB.508479.340 1| 1| 4,06E+06 436E+05 | o a0e .00
ATPB TcCLB.509233.180 3| 1| 3,33E+06 3,98E+05 | g 36E+00
g\:;'\tgg‘:;tf»dehydmge”ase TcCLB.508111.30; TcCLB.507875.20 6| 3| 250E+07 365E+06 | ¢ acr .00
KH1 TcCLB.508719.70 1| 0| 2,83E+06 4,24E+05 | 68E+00
3-oxo0-5-alpha-steroid 4-

dehydrogenase, putative TcCLB.457251.10; TcCLB.437545.10 1| 0| 2,31E+06 3,59E+05
(fragment) 6,45E+00
GRP78A TcCLB.506585.40 6| 2| 1,14E+07 2,14E+06 | 5 31E+00
GAP2 TcCLB.511815.40; TcCLB.506859.70 2| 0] 1,60E+06 3.41E+05 | 4 70E+00
SCD6 TcCLB.507093.300 1| o] 3,16E+06 6,74E+05 | 4 69E+00
GAP1 TcCLB.506235.20; TcCLB.413977.10 1| o 1,38E+06 4,54E+05 | 3 03E+00
ALBA4 TcCLB.510877.40 o| 0] 3,18E+05 0,00E+00 |  #piv/o!
gBP21 TcCLB.509831.36; TcCLB.506629.30 2| o] 8,56E+06 0,00E+00 | #pyv/ol
Phosphoenolpyruvate

carboxykinase [ATP], TcCLB.508441.20; TcCLB.507547.90 2| 0] 5,76E+06 0,00E+00
glycosomal #DIV/O!
14-3-3-| TcCLB.511589.130; TcCLB.508851.180 1| 0| 4,45E+06 0,00E+00 | #pyv/o!
HSP110 TcCLB.507831.60 1| 0| 4,05E+06 0,00E+00 | #pyv/ol
P23 TcCLB.507007.70; TcCLB.509551.70 0| 0] 254E+06 0,00E+00 |  #pyv/o!
ﬁ;/%‘:g?;?'gggﬁ\fftei”e TcCLB.511589.200; TcCLB.511229.50 2| 0] 3,07E+06 0,00E+00 [ v/
CYPA TcCLB.506925.300 1| 0] 263E+06 0,00E+00 |  #pyv/o!
14-3-3-Il TcCLB.511167.90; TcCLB.506775.80 1| 0| 2,20E+06 0,00E+00 | #pyv/ol
TXN1 TcCLB.509997.30 1| 0] 269E+06 0,00E+00 |  #pyv/ol
HAL TcCLB.506247.220 2| o] 2,88E+06 0,00E+00 | #pyv/ol
Succinate--CoA ligase

[ADP-forming] subunit TcCLB.507681.20; TcCLB.507767.10 1| 0| 1,98E+06 0,00E+00

beta, mitochondrial #DIV/0!
g&’fgﬁ%‘zgreag;”e‘nmt")" lvase, | r.c1B.510739.19 0| 0|192E+06|  0,00E+00| o o
hnRNPH TcCLB.511109.130; TcCLB.504157.10 1| 0| 2,41E+06 0,00E+00 |  #pyv/o!
MCP5 TcCLB.511289.70; TcCLB.506211.160 1| 0] 1,88E+06 0,00E+00 |  #pyv/o!
cystathione gammallyase, | 1.c g 510661.250; TcCLB.510741.10 1| 0| 1,92E+06 0,00E+00

putative #DIV/O!
gL‘t’gfl‘C:te hydratase, TcCLB.504045.110 1 218E406|  000E+00| oo o
Thioredoxin-like, putative | TcCLB.511239.110 1| 0] 1,56E+06 0,00E+00 |  #pyv/o!
hypothetical protein, TcCLB.510131.30; TcCLB.506931.20 1 206E406|  0,00E+00| oo
i)slj)t;itti:ge dehydrogenase, | .| g 506925.319 1| 0| L74E+06|  000E+00| ..o
Rab1A TcCLB.503715.30 1| 0| 4,49E+05 0,00E+00 |  #pyv/o!
Uncharacterized protein TcCLB.509859.10 1| 0] 1,60E+06 0,00E+00 #DIV/O!
mMASAT TcCLB.510945.70 1| 0] 1,40E+06 0,00E+00 |  #piv/or
SnoRBP TcCLB.507649.80 1| 0| 1,54E+06 0,00E+00 | #pyv/o!
L?rfggéolr’f;{lg;i‘\i/‘;atedc TCCLB.511211.130; TcCLB.511211.120 | 1| 0| 1,43E+06|  0,00E+00 | .o/
lfbou’?]ﬁ"ep"u‘;’;gffei” L delta | 1001 B 509695.200 1| 0|116E+06|  000E+00| ...
ribonucleoside-

diphosphate reductase TcCLB.506621.30; TcCLB.511555.80 1| 0| 1,19E+06 0,00E+00

small chain, putative #DIV/0!
PPasel TcCLB.511385.30; TcCLB.510773.20 1| o 7,53E+05 0,00E+00 | #pyv/o!
FOP TcCLB.509033.80; TcCLB.505807.60 o| 0] 1,31E+06 0,00E+00 |  #piv/or
EF-Tu TcCLB.511277.70; TcCLB.506357.40 1| ol 1,21E+06 0,00E+00 | #pyv/o!
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arginine kinase TcCLB.507241.30; TcCLB.482369.29 1,17E+06 0,00E+00 #DIV/O!

upfl TcCLB.511317.30 0| 1,15E+06 0,00E+00 #DIV/O!
TcCLB.503555.30; TcCLB.484299.10;

TR TcCLB.504507.5 0 | 1,0S5E+06 Q.00E+00 | ypivion

Mitochondrial processing

peptidase, beta subunit, TcCLB.511181.50 0| 9,74E+05 0,00E+00

putative #DIV/0!

Uncharacterized protein TcCLB.506579.20 0| 1,10E+06 0,00E+00 #DIV/O!

MtHSP70 TcCLB.510733.50; TcCLB.506147.190 0| 9,68E+05 0,00E+00 #DIV/O!

glycosomal membrane TcCLB.507009.10; TcCLB.510669.20;

protein, putative TcCLB.508461.570 0] 7238405 0,00E+00 | /0

glyceraldehyde 3- TcCLB.510187.60; TcCLB.510105.230;

phosphate dehydrogenase, | TcCLB.511235.20; TcCLB.508537.10; 0| 8,33E+05 0,00E+00

cytosolic, putative TcCLB.508979.71; TcCLB.509717.80 #DIV/0!

LA TcCLB.511367.60 0| 8,57E+05 0,00E+00 #DIV/O!
TcCLB.510859.17; TcCLB.507649.70;

SnoRBP TcCLB.510859.10 0| 8A40E+05 | 0.00E+00|  ypy\j0n

. . TcCLB.510247.10; TcCLB.506491.20;

R27-2 protein, putative TcCLB.443971.10 0| 6,40E+05 0,00E+00 #DIV/O!

enoyl-CoA hydratase,

mitochondrial precursor, TcCLB.508153.130; TcCLB.508185.10 0| 7,97E+05 0,00E+00

putative #DIV/0!

kZFP2 TcCLB.509731.10; TcCLB.507639.10 0| 7,71E+05 0,00E+00 |  #pjv/or

RISP TcCLB.510759.120; TcCLB.506999.90 0 | 6,30E+05 0,00E+00 #DIV/O!

nucleosome assembly TcCLB.507963.79; TcCLB.507031.29 0| 7,08E+05 0,00E+00

protein, putative #DIV/0!

peptide methionine

sulfoxide reductase, TcCLB.509611.180; TcCLB.510855.10 0| 6,15E+05 0,00E+00

putative #DIV/0!

HA2Z TcCLB.511323.40; TcCLB.507979.4 0| 5,50E+05 0,00E+00 |  #pjv/or

orotidine-5-phosphate

decarboxylase/orotate .

phosphoribosyltransferase TcCLB.509899.110; TcCLB.507059.60 0 | 6,60E+05 0,00E+00

, putative #DIV/O!

Aminotransferase class IV,

putative TcCLB.506559.410 0 | 5,69E+05 0,00E+00 #DIV/O!

cytosolic nonspecific .

dipeptidase, putative TcCLB.510257.80; TcCLB.509213.120 0 | 5,95E+05 0,00E+00 #DIV/O!

T-complex protein 1, eta

subunit, putative TcCLB.508461.410 0| 5,52E+05 0,00E+00 #DIV/O!

UMP-CMP kinase,

mitochondrial, putative TcCLB.508501.250 0 | 4,90E+05 0,00E+00 #DIV/O!

metallo-peptidase, clan

MH, family M18, putative TcCLB.507689.30 0| 4,39E+05 0,00E+00 #DIV/O!

fibrillarin, putative TcCLB.510105.50; TcCLB.509715.40 0| 4,88E+05 0,00E+00 #DIV/O!

sterol 24-c- TcCLB.510185.10; TcCLB.505683.10;

methyltransferase, putative | TcCLB.504191.10 0 4,70E+05 0,00E+00 #DIV/O!

MCP1 TcCLB.504153.160 0| 4,11E+05 0,00E+00 #DIV/O!

glutamic--pyruvic

transaminase, putative TcCLB.506529.430 0| 3,66E+05 0,00E+00 #DIV/O!

CYP51 TcCLB.510101.50; TcCLB.506297.260 0| 4,25E+05 0,00E+00 |  #pjv/or

alkyl-dihydroxyacetone

phosphate synthase, TcCLB.505807.110; TcCLB.503815.10 0| 4,17E+05 0,00E+00

putative #DIV/0!

ATOM69 TcCLB.511803.40 0| 4,03E+05 0,00E+00 |  #pjv/or
TcCLB.509401.30; TcCLB.509429.329;

cysteine peptidase, TcCLB.508595.40; TcCLB.510889.261;

putative TcCLB.506529.550; TcCLB.507537.20; 0]288E+05|  0,00E+00
TcCLB.507537.10 #DIV/0!

ADP-ribosylation factor, .

putative (fragment) TcCLB.419417.4; TcCLB.509539.50 0| 2,80E+05 0,00E+00 #DIV/O!

PAS-domain containing

phosphoglycerate kinase, | TcCLB.506945.20; TcCLB.506835.70 0| 2,72E+05 0,00E+00

putative #DIV/0!

co-chaperone GrpE,

putative TcCLB.507929.20 0| 2,61E+05 0,00E+00 #DIV/O!

167




kinetoplast DNA-

associated protein, TcCLB.509793.30; TcCLB.508719.40 0| 0| 2,47E+05 0,00E+00
putative #DIV/0!
retrotransposon hot spot ) .
protein (RHS, TeCLB50342150; TeCLBS07167.240; | | o | 5 43g405|  0,00E400
pseudogene), putative ) ) #DIV/0!
Protein of unknown
function (DUF667), putative TcCLB.511367.290 1| 0] 2,06E+05 0,00E+00 #DIV/O!
cysteine peptidase .
inhibitor, putative TcCLB.511907.200; TcCLB.506801.80 0| O 1,62E+05 0,00E+00 #DIV/O!
NADH dehydrogenase, TcCLB.508717.20; TcCLB.506839.70 0| 0|1,31E+05|  0,00E+00
putative #DIV/0!
TcCLB.506821.20; TcCLB.506617.90;
HSP100 TcCLB.508807.10 0| O 1,27E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.506625.240 0| 0] 4,86E+04 0,00E+00 #DIV/O!
GRP170 TcCLB.508457.20; TcCLB.506885.440 0| 0] 1,07E+08 5,30E+04 | 2 01E+03
DRBD3 TcCLB.506649.80; TcCLB.508349.39 1| 0] 1,20E+06 2,27E+04 | 527E+01
RNA Hel Il TcCLB.506123.40; TcCLB.508205.20 1| 0| 2,02E+06 4,69E+04 4,31E+01
Pyruvate dehydrogenase
E1component alpha TcCLB.511261.160 0| o} 7,81E+05 2,46E+04
subunit, putative
(Fragment) 3,18E+01
AKR TcCLB.511287.49; TcCLB.506213.50 2| 0] 2,39E+06 7,63E+04 3,13E+01
2,4-dihydroxyhept-2-ene-
1,7-dioic acid aldolase, TcCLB.507081.130; TcCLB.503991.39 1| 0] 1,93E+06 6,60E+04
putative 2,92E+01
metallo-peptidase, clan .
MH, family M18, putative TcCLB.510837.20; TcCLB.510837.9 0| O] 3,51E+06 1,23E+05 2.85E401
TcCLB.510187.30:mRNA-
p1;TcCLB.510187.40:mRNA-
p1;TcCLB.510187.50:mRNA-
tyrosine aminotransferase | pl1;TcCLB.511461.20:mRNA- 2| 0] 5,88E+06 2,25E+05
p1;TcCLB.510795.10:mRNA-
p1;Q4CVIO; TcCLB.510565.11:mRNA-
p1,Q4DPG7 2,61E+01
calpain-like cysteine TcCLB.508675.29; TcCLB.506983.48;
peptidase, putative TcCLB.506983.39 1] 0]348E+06)  184E+05| ) o9pi0g
mitochondrial oligo_U
binding protein TBRGG1, TcCLB.507927.20; TcCLB.509047.80 1| 0] 4,40E+06 2,56E+05
putative 1,72E+01
heat shock 70 kDa protein, .
putative (fragment) TcCLB.506135.9; TcCLB.503721.39 1| 1| 2,70E+06 2,01E+05 1,35E+01
glycosomal malate .
dehydrogenase, putative TcCLB.511293.69; TcCLB.506503.69 1| 0] 1,80E+06 1,47E+05 1,23E+01
ATPF1A TcCLB.510609.40; TcCLB.503617.40 1| 0| 1,34E+06 1,18E+05 1,13E+01
MKT1 TcCLB.506945.70; TcCLB.506835.110 1| 0| 273E+05 2,50E+04 | 1 09E+01
glycerate kinase, putative | TcCLB.509139.10; TcCLB.508741.170 1| 0| 1,73E+06 1,72E+05 | 1 00E+01
PAR3 TcCLB.509617.20 2| 0| 2,48E+06 2,51E+05 | g 90E+00
ATPF1A TcCLB.510395.10 1| 1| 3,39E+06 4,66E+05 7,29E+00
10 kDa heat shock protein TcCLB.509505.70; TcCLB.509505.30;
utative P ' | TcCLB.508209.90; TcCLB.508209.120; 1| 0] 2,44E+06 3,58E+05
P TcCLB.508209.100; TcCLB.509505.50 6,82E+00
leucine rich repeat protein,
putative TcCLB.508707.310 1| 1| 3,15E+06 9,89E+05 3,19E+00
flagellar calcium-binding .
24 kDa protein (fragment) TcCLB.507891.56; TcCLB.509391.10 0| 1| 1,99E+06 8,69E+05 2.20E+00
NDPK1 TcCLB.508707.200 1| 0| 6,30E+05 2,91E+05 | 2 17E+00
ALBA3 TcCLB.510877.30 0| 0] 2,99E+07 7,62E+05 | 3 93E+01
retrotransposon hot spot . .
protein (RHS, Egtg'ggigig;g' TeCLB.509307.10; 0| 0] 297E+06 0,00E+00
pseudogene), putative ) ) #DIV/0!
HMGS TcCLB.511903.40; TcCLB.511071.50 1| 0| 3,37E+06 0,00E+00 |  #pjv/or
cystathionine beta- TcCLB.508175.360; TcCLB.510381.10 1| 0|361E+06|  0,00E+00
synthase, putative #DIV/0!
1,2-Dihydroxy-3-keto-5-
methylthiopentene TcCLB.506629.200 0| 0| 2,54E+06 0,00E+00 #DIV/O!
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dioxygenase, putative

DED1

TcCLB.510661.90

3,14E+06 0,00E+00 #DIV/O!

PKAC2 TcCLB.508461.280; TcCLB.508461.310 1| 0] 2,96E+06 0,00E+00 |  #pvyo!
glutamic--pyruvic TcCLB.510889.140;
transaminase, putative TcCLB.510889.120; TcCLB.506529.420 | © 2,32B+06|  0,00E+00 | /0
heat shock protein,
putative TcCLB.504153.310 1| 0] 2,23E+06 0,00E+00 #DIV/O!
elF4AlIl TcCLB.506587.40 1| 0] 2,22E+06 0,00E+00 |  #pvyo!
Uncharacterized protein TcCLB.503899.80; TcCLB.507513.130 1| 0| 2,19E+06 0,00E+00 #DIV/O!
RanBP1 TcCLB.507099.30 1| 0] 2,17E+06 0,00E+00 |  #pvyo!
Acetyltransferase
component of pyruvate TcCLB.510105.170; TcCLB.509717.20 1| 0| 2,02E+06 0,00E+00
dehydrogenase complex #DIV/0!
TAC102 TcCLB.509207.40 0| O] 1,94E+06 0,00E+00 #DIV/O!
DBP2A TcCLB.510187.290 0| 0| 1,89E+06 0,00E+00 |  #piv/o!
MTR2 TcCLB.508173.180 0| 0| 1,78E+06 0,00E+00 #DIV/O!
EIF5A TcCLB.506925.130; TcCLB.506925.120 1| 0| 1,55E+06 0,00E+00 |  #pv/ol
ribonuclease HIl, putative | TcCLB.510287.60; TcCLB.503891.70 1| 0| 1,59E+06 0,00E+00 #DIV/O!

TcCLB.510755.60; TcCLB.510755.50;
ARFL TcCLB.508415.50; TcCLB.508415.40 L] O] 974E+05]  0.00E+00|  ypy0r
TcAc2 TcCLB.509105.70 0| 0| 1,48E+06 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.509007.10; TcCLB.508965.100 0| 0| 1,37E+06 0,00E+00 #DIV/O!
GCVL-2 TcCLB.511025.110; TcCLB.507089.270 1| 0| 1,21E+06 0,00E+00 |  #pjv/or
RNA Hel TcCLB.507641.120 1| 0| 1,13E+06 0,00E+00 |  #pv/ol
Pyruvate dehydrogenase
E1 component subunit TcCLB.507831.70 1| 0] 1,08E+06 0,00E+00
alpha #DIV/0!
iron superoxide dismutase, | TcCLB.511019.90; TcCLB.508445.20;
putative TcCLB.511715.10 0] 0 691E+05 0.00E+00 | i3\

TcCLB.509733.100; TcCLB.507671.30;
eEFl-beta TcCLB.506201.39 O| 0|891E+05|  0.00E+00|  ypy\jn
Phosphotransferase TcCLB.511067.30; TcCLB.511903.120 1| 0] 9,30E+05 0,00E+00 #DIV/O!
mitochondrial RNA binding
complex 1 subunit, TcCLB.510091.110; TcCLB.503603.10 1| 0] 9,11E+05 0,00E+00
putative #DIV/O!
retrotransposon hot spot
protein (RHS, TcCLB.510355.150 0| 0] 9,01E+05 0,00E+00
pseudogene), putative #DIV/O!
hexokinase, putative TcCLB.510121.20; TcCLB.508951.20 1| 0| 8,14E+05 0,00E+00 #DIV/O!
aconitase, putative TcCLB.511277.290 1| 0] 6,18E+05 0,00E+00 #DIV/O!
malic enzyme TcCLB.508647.280; TcCLB.505183.30 0| 0] 6,65E+05 0,00E+00 #DIV/O!
SRPK TcCLB.506945.220 0| 0| 7,78E+05 0,00E+00 #DIV/O!
spermidine synthase, TcCLB.510339.50; TcCLB.510337.40;
putative TcCLB.504033.130; TcCLB.503855.20 0] O|6,69E+05]  0,00B+00| 50
J2 TcCLB.511627.110 1| 0| 4,93E+05 0,00E+00 |  #pv/ol
pyrroline-5-carboxylate
synthetase-like protein, TcCLB.509067.70; TcCLB.511023.10 1| 0| 6,25E+05 0,00E+00
putative #DIV/0!
METK1 TcCLB.510445.50; TcCLB.506945.160 1| 0| 6,93E+05 0,00E+00 |  #pjv/or
VCP TcCLB.509733.170 1| 0| 6,74E+05 0,00E+00 |  #pjv/or
T-complex protein 1, theta
subunit, putative TcCLB.506247.50 1| 0| 5,19E+05 0,00E+00 #DIV/O!
T-complex protein 1, beta
subunit, putative TcCLB.508357.90 0| 0| 6,05E+05 0,00E+00 #DIV/O!
threonyl-tRNA synthetase,
putative TcCLB.511181.80 0| 0| 562E+05 0,00E+00 #DIV/O!
P5CDH TcCLB.510943.50; TcCLB.509351.10 1| 0] 4,56E+05 0,00E+00 #DIV/O!
NADP-dependent alcohol TcCLB.504339.19; TcCLB.509331.210;
hydrogenase, putative TcCLB.508677.80; TcCLB.504425.60 1| O|558E+05 )  O00E+00 | yp\ /0
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arginine N-

TcCLB.510311.140;

methyltransferase, putative | TcCLB.508153.1110 0] 0| 543E+05 0.00B+00 | 455y
6-phosphogluconate . .

dehydrogenase, %gtggigsggzg TcCLB.507011.269; 0| O] 537E+05 0,00E+00
decarboxylating, putative ' ' #DIV/0!
translationally controlled

tumor protein (TCTP), TcCLB.510065.30; TcCLB.506207.50 0| O] 5,35E+05 0,00E+00

putative #DIV/0!
NAP TcCLB.509003.10; TcCLB.506563.100 0| 0] 5,13E+05 0,00E+00 |  #pvyo!
Uncharacterized protein TcCLB.511319.20; TcCLB.510055.50 1| 0| 5,05E+05 0,00E+00 #DIV/O!
NAP TcCLB.508153.164 0| 0| 4,92E+05 0,00E+00 #DIV/O!
cytochrome-bSreductase, | .0 g 506821.210; TcCLB.503873.10 0| 0] 4,25E+05 0,00E+00

putative #DIV/0!
Domain of unknown

function (DUF4379), TcCLB.510329.30 0| O| 4,82E+05 0,00E+00

putative #DIV/0!
retrotransposon hot spot

protein (RHS, TcCLB.504193.30 0| 0| 4,76E+05 0,00E+00
pseudogene), putative #DIV/0!
Glutamate dehydrogenase,

putative (Fragment) TcCLB.509445.39 1| 0] 4,33E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.504153.280 1| 0] 4,65E+05 0,00E+00 #DIV/O!
2-oxoglutarate

dehydrogenase, E2

component, )

dihydrolipoamide TcCLB.503935.20; TcCLB.506025.60 0| O] 4,63E+05 0,00E+00
succinyltransferase,

putative #DIV/0!
mitochondrial RNA binding

protein, putative TcCLB.509895.20 0| O 4,57E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Importin alfa TcCLB.509057.20 0| O] 4,56E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.506817.10 0| O] 4,50E+05 0,00E+00 #DIV/O!
chaperonin alpha subunit, .

putative TcCLB.511531.40; TcCLB.511025.70 1| 0] 4,35E+05 0,00E+00 #DIV/O!
cytochrome c oxidase TcCLB.510783.49; TcCLB.509961.9;

subunit 10, putative TcCLB.508651.20; TcCLB.455721.9 O] 0]426E+05]  000E+00| .5\
Glutamate dehydrogenase,

putative (Fragment) TcCLB.505843.10 0| O/ 4,20E+05 0,00E+00 #DIV/O!
ALBA2 TcCLB.504089.70; TcCLB.504001.20 0| 0| 4,05E+05 0,00E+00 #DIV/O!
glucose-6-phosphate

isomerase, glycosomal, TcCLB.510889.221; TcCLB.506529.508 0| O] 3,96E+05 0,00E+00

putative #DIV/0!
transaldolase, putative TcCLB.507889.10; TcCLB.503477.20 1 3,95E+05 0,00E+00 #DIV/O!
PUF6 TcCLB.510125.10 0| O] 3,95E+05 0,00E+00 #DIV/O!
NADH-dependent fumarate | TcCLB.503849.60; TcCLB.510215.10;

reductase, putative TcCLB.510213.110; TcCLB.503849.80 1| 0| 841E+05 | 000E+00|  ,py\ /0
metallo-peptidase, Clan

MG, Family M24 TcCLB.511289.30 0| 0| 3,83E+05 0,00E+00 #DIV/O!
alcohol dehydrogenase, | .0 g 511277.60; TcCLB.506357.50 1] 0|379E+05|  0,00E+00

putative #DIV/O!
hd phosphohydrolase .

family protein TcCLB.511017.40; TcCLB.509203.30 0| 0| 1,59E+04 0,00E+00 #DIV/O!
8-ketoacyl-CoA thiolase, | 00 g 510507.20; TcCLB.509463.30 0| of375E+05|  0,00E+00

putative #DIV/0!
2-amino-3-ketobutyrate

coenzyme A ligase, TcCLB.511899.40; TcCLB.511071.140 0| O] 2,41E+05 0,00E+00

putative #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.504109.100 0| 0] 3,38E+05 0,00E+00 #DIV/O!
LPG3 TcCLB.506989.190; TcCLB.503811.10 0| 0| 3,32E+05 0,00E+00 #DIV/O!
STIL TcCLB.506321.290 0| 0] 3,26E+05 0,00E+00 #DIV/O!
WD domain, G-betarepeat, | 1. g 510065.40; TcCLB.506207.40 0| 0|326E+05|  0,00E+00

putative #DIV/0!
TAC102 TcCLB.508321.40 0| 0] 3,24E+05 0,00E+00 |  #pjv/or
retrotransposon hot spot TcCLB.509915.60; TcCLB.483389.10;

(RHS) protein, putative TcCLB.509787.10 0] 0|312E+05 0.00B+00 | i3/
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MLN51

TcCLB.508879.80

0 0 2,96E+05 0,00E+00 #DIV/0!
API5 TcCLB.511807.280 0| 0| 2,88E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.504047.20; TcCLB.504045.120 0| O] 2,86E+05 0,00E+00 #DIV/O!
GTP-binding elongation .
factor Tu family, putative TcCLB.507715.40; TcCLB.511115.20 1| 0| 2,75E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.508269.40; TcCLB.503971.50 0| 0] 2,74E+05 0,00E+00 #DIV/O!
TcCLB.509961.30; TcCLB.508331.50;
Uncharacterized protein TcCLB.509963.10; TcCLB.508425.31; 0| 0] 2,69E+05 0,00E+00
TcCLB.507153.55; TcCLB.507391.20 #DIV/0!
DNA repair and
recombination helicase TcCLB.507513.20; TcCLB.506729.40 0| O] 2,58E+05 0,00E+00
protein PIF1, putative #DIV/0!
TcCLB.507611.370;
PDI2 TcCLB.507723.189; TcCLB.506247.10 0] 0] 256E+05 0,00E+00 #DIV/0!
Mago TcCLB.506945.200 0| 0| 2,52E+05 0,00E+00 #DIV/O!
retrotransposon hot spot
protein (RHS, TcCLB.505937.80 0| 0| 250E+05 0,00E+00
pseudogene), putative #DIV/0!
nucleoside phosphorylase,
putative TcCLB.509569.100 0| 0] 2,42E+05 0,00E+00 #DIV/O!
retrotransposon hot spot TcCLB.508285.10; TcCLB.506421.10;
(RHS) protein, putative TcCLB.505997.60 0] 0]238E+05 0.00E+00 | uryv01
retrotransposon hot spot
protein (RHS, TcCLB.510403.50 0| 0] 1,95E+05 0,00E+00
pseudogene), putative #DIV/0!
retrotransposon hot spot
protein (RHS, TcCLB.507503.70 0| 0] 2,20E+05 0,00E+00
pseudogene), putative #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.506859.240; TcCLB.511817.20 0| 0| 2,06E+05 0,00E+00 #DIV/O!
HslV TcCLB.510719.260; TcCLB.506275.20 0| 0| 2,05E+05 0,00E+00 |  #pjv/or
Nop53 (60S ribosomal
biogenesis), putative TcCLB.510657.90 0| 0] 2,02E+05 0,00E+00 4DIV/O!
citrate synthase, putative | TcCLB.511277.110; TcCLB.509801.30 0| 0] 1,91E+05 0,00E+00 #DIV/O!
ubiquitin-activating .
enzyme E1, putative TcCLB.508043.30; TcCLB.504427.250 0| O] 1,30E+05 0,00E+00 #DIV/O!
centromere/microtubule
binding protein cbf5, TcCLB.511145.70; TcCLB.504069.90 0| 0] 1,82E+05 0,00E+00
putative #DIV/0!
Heat shock protein,
putative (Fragment) TcCLB.511263.9 0| O] 1,07E+05 0,00E+00 #DIV/O!
protein disulfide TcCLB.509505.10; TcCLB.508209.140 0| 0] 1,50E+05 0,00E+00
isomerase, putative #DIV/O!
eukaryotic translation
initiation factor 2 subunit, | TcCLB.510359.310; TcCLB.503819.30 0| 0| 1,79E+05 0,00E+00
putative #DIV/O!
ATP-dependent RNA .
helicase, putative TcCLB.506435.120; TcCLB.506265.100 0| 0| 1,79E+05 0,00E+00 #DIV/O!
rRNA biogenesis protein, | 1| g 506479.50; TcCLB.503803.10 0| 0|179E+05|  0,00E+00
putative #DIV/0!
nucleolar GTP-binding
protein 1, putative TcCLB.510431.160 1| 0| 1,78E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.510947.30; TcCLB.509497.20 0| O 1,78E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.508461.550 1| 0| 1,68E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Aminopeptidase TcCLB.511051.70 0| 0| 9,74E+04 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.506481.20 0| 0] 1,67E+05 0,00E+00 #DIV/O!
importin alpha, putative TcCLB.509965.110 0| O 1,65E+05 0,00E+00 #DIV/O!
EIF3B TcCLB.511303.60; TcCLB.509177.68 0| 0| 1,58E+05 0,00E+00 |  #pjv/or
arl3 TcCLB.507951.170; TcCLB.504433.10 0| 0| 1,51E+05 0,00E+00 |  #pjv/or
TSR1 TcCLB.509607.30; TcCLB.503715.10 0| O] 1,50E+05 0,00E+00 #DIV/O!
kinetoplast
polyadenylation/uridylation | TcCLB.511725.120 0| 0] 1,50E+05 0,00E+00
factor 2, putative #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.511363.4; TcCLB.508899.54 0| O 1,47E+05 0,00E+00 #DIV/O!
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short chain 3-hydroxyacyl-

CoA dehydrogenase, TcCLB.509717.90; TcCLB.510105.240 0| 0] 9,29E+04 0,00E+00
putative #DIV/0!
Pyrroline-5-carboxylate
synthetase-like protein, TcCLB.503749.5 0| O] 1,41E+05 0,00E+00
putative (Fragment) #DIV/0!
ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase, putative TcCLB.504131.170 0| O] 1,36E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.507787.140; TcCLB.507625.70 0| O] 1,31E+05 0,00E+00 #DIV/O!
DNAK protein, putative TcCLB.509543.50; TcCLB.511257.10 0| O 1,29E+05 0,00E+00 #DIV/O!
aldehyde dehydrogenase, | 1.c) g 506943 4; TcCLB.509065.9 0| 0| 1,28E+05 0,00E+00
putative (fragment) #DIV/0!
Pyruvate kinase TcCLB.511281.60 0| O] 1,27E+05 0,00E+00 #DIV/O!
arginase, putative TcCLB.507963.20; TcCLB.507031.90 0| O] 1,16E+05 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.506407.100; TcCLB.506195.210 0| 0] 1,11E+05 0,00E+00 #DIV/O!
ruvB-like DNA helicase, .
putative TcCLB.508693.80; TcCLB.505989.82 0| 0| 9,85E+04 0,00E+00 #DIV/O!
TDP1 TcCLB.507951.114; TcCLB.504431.64 0| 0| 9,82E+04 0,00E+00 |  #piv/o!
kinetoplast DNA-
associated protein, TcCLB.511039.10; TcCLB.509791.120 0| 0| 9,66E+04 0,00E+00
putative #DIV/0!
Calreticulin TcCLB.509011.40 0| 0] 2,91E+04 0,00E+00 #DIV/O!
proteasome alpha 7 TcCLB.511165.70; TcCLB.503613.20 0| 0|925E+04|  0,00E+00
subunit, putative #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.509799.60; TcCLB.504137.110 0| 0] 9,23E+04 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.510729.220 0| 0| 9,16E+04 0,00E+00 #DIV/O!
Hel64/DBP2B TcCLB.508547.110; TcCLB.508973.50 0| 0| 9,08E+04 0,00E+00 |  #pjv/or
POMP24 TcCLB.510317.7; TcCLB.508153.460 0| 0] 8,78E+04 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.511237.100; TcCLB.506413.70 0| 0| 8,38E+04 0,00E+00 #DIV/O!
Chaperonin TCP20,
putative TcCLB.509583.10 0| 0| 7,15E+04 0,00E+00 4DIV/O!
Ankyrin repeats (3 copies),
putative TcCLB.507529.50 6,90E+04 0,00E+00 #DIV/O!
Uncharacterized protein TcCLB.504047.50 0| 0] 6,32E+04 0,00E+00 #DIV/O!
VDAC TcCLB.508737.210 0| 0| 6,22E+04 0,00E+00 |  #piv/o!

. . TcCLB.509429.320;
Cﬁf;?,'\r,f peptidase, TcCLB.507603.270; TcCLB.508595.50; 0| 0|595E+04 0,00E+00
P TcCLB.510073.17; TcCLB.507603.260 #DIV/O!
conserved protein, TcCLB.511427.19:mRNA-
unknown function p1;,Q4CTZ7;TcCLB.504209.10:mRNA- 0| O] 554E+04 0,00E+00
(fragment) p1;Q4CMX1 #DIV/O!
RNA-binding protein, TcCLB.509569.120; TcCLB.508989.30 0| 0|538E+04|  0,00E+00
putative #DIV/O!
PSP1 C-terminal conserved .
region, putative TcCLB.511717.130; TcCLB.506223.40 0| 0] 4,94E+04 0,00E+00 #DIV/O!
2-hydroxy-3-oxopropionate
reductase, putative TcCLB.507017.40 0| O] 4,16E+04 0,00E+00 #DIV/O!
Threonyl-tRNA synthetase, | r.¢) g 508209.80 0| 0|360E+04|  0,00E+00
putative #DIV/0!
Aspartate

TcCLB.508375.30; TcCLB.511923.110;

carquoyltransferase, TcCLB.511643.30: TcCLB.507091.50 0| O] 3,53E+04 0,00E+00
putative #DIV/0!
Uncharacterized protein TcCLB.511031.10; TcCLB.511529.50 0| 0| 3,47E+04 0,00E+00 #DIV/O!
ATP-dependent RNA
helicase, putative TcCLB.507663.50 0| O] 3,36E+04 0,00E+00 #DIV/O!
CCRA4-NOT transcription
complex subunit 2, TcCLB.509399.160; TcCLB.510073.70 0| O] 3,21E+04 0,00E+00
putative #DIV/0!
PUF2 TcCLB.511261.120; TcCLB.507831.110 0| 0] 3,16E+04 0,00E+00 |  #pjv/or
asparagine synthetase a, .
putative TcCLB.503899.90; TcCLB.503625.10 0| O] 3,10E+04 0,00E+00 4DIV/O!
RUVBL TcCLB.510877.60 0| 0] 292E+04 0,00E+00 |  #pjv/or
Uncharacterized protein TcCLB.503893.40; TcCLB.503703.30 0| 0| 250E+04 0,00E+00 #DIV/O!
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TcCLB.508153.990

Uncharacterized protein 2,50E+04 0,00E+00 #DIV/O!

ATP-dependent RNA

helicase, putative TcCLB.510741.180 0| O 1,90E+04 0,00E+00 #DIV/O!

Sphingosine kinase TcCLB.507515.120 0| 0] 1,79+04 0,00E+00 #DIV/O!

Mucin-associated surface

protein (MASP) TcCLB.510555.10 0| 0| 9,05E+03 0,00E+00

(pseudogene) #DIV/0!

Male sterility protein, TcCLB.511909.10; TcCLB.510721.10 0| 0] 7,20E+03 0,00E+00

putative #DIV/0!

PFR2 TcCLB.511215.119; TcCLB.508961.79 1| 0] 2,95E+06 3,86E+04 | 7 65E+01

Pyruvate dehydrogenase .

E1 component subunit beta TcCLB.510421.320; TcCLB.510091.80 1| 0| 1,26E+06 2,91E+04 4.33E401

Uncharacterized protein TcCLB.511295.50 1| 0| 2,61E+06 9,85E+04 | 2 g5E+01

methylthioadenosine .

phosphorylase, putative TcCLB.506789.280; TcCLB.508387.20 1| 0| 1,56E+06 7,70E+04 2 03E+01

. . TcCLB.510127.79; TcCLB.510571.30;

actin 3, putative (fragment) | 1.cy g '510571.39: TcCLB.510573.10 L) O|L,66E+06|  9,64E+04 | ) 75E401

TcAc2 TcCLB.503419.30 0| 0| 1,02E+06 1,13E+05 | 9 07E+00

retrotransposon hot spot

(RHS) protein, putative TcCLB.459199.10 0| 0| 1,07E+07 1,19E+06 8,98E+00

RGG2 TcCLB.509105.90; TcCLB.503419.50 0| 0| 2,01E+05 2,30E+04 | g 74E+00

AKB1 TcCLB.506211.220; TcCLB.511287.180 0| 0] 3,21E+05 6,23E+04 | 5 16E+00

DUF 1126 TcCLB.510797.30 1| 0| 1,90E+05 4,37E+04 | 4 35400

Uncharacterized protein TcCLB.503521.10; TcCLB.506359.99 0| 0] 1,25E+05 3,21E+04 | 3 89E+00

idil TcCLB.506883.9; TcCLB.408799.19 0| O] 1,95E+05 5,23E+04 | 3 72E+00

chaperonin containing t-

complex protein, putative TcCLB.511725.250 1| 1| 5,65E+05 1,82E+05 3,11E+00

acyl-CoA dehydrogenase,

putative TcCLB.508827.40 0| 0| 2,54E+04 1,00E+04 2 5AE+00

NUP59 TcCLB.506301.30 0| O] 8,93E+05 4,15E+05 | 2 15E+00

UMSBP2 TcCLB.507639.20 0| 0| 6,07E+06 0,00E+00 #DIV/O!

retrotransposon hot spot TcCLB.505919.80; TcCLB.509259.160;

(RHS) protein, putative TcCLB.509725.80 O] 0]220E+06]  000E+00| 45y

retrotransposon hot spot

protein (RHS, TcCLB.504769.170; TcCLB.509427.50 0| 0] 1,37E+06 0,00E+00

pseudogene), putative #DIV/O!

retrotransposon hot spot .

(RHS) protein, putative TcCLB.509219.20; TcCLB.511019.13 0| 0] 6,72E+05 0,00E+00 #DIV/O!

retrotransposon hot spot TcCLB.507555.80; TcCLB.503861.10;

(RHS) protein, putative TcCLB.511587.30; TcCLB.509429.4 0] 0] 6,18E+05 0.00B+00 | up5 v/

retrotransposon hot spot TcCLB.511773.110; TcCLB.508039.10;

(RHS) protein, putative TcCLB.510307.220; TcCLB.509871.10 0] 0] 443E+05 0,00E+00 #DIV/O!
TcCLB.511101.19; TcCLB.506675.90;

retrotransposon hot spot TcCLB.510175.200;

(RHS) protein, putative TcCLB.507611.110; TcCLB.510005.41; 0] 0 2,09E+05 0,00E+00
TcCLB.506003.10 #DIV/O!

retrotransposon hot spot . )

protein (RHS, T ooy 80; TECLB 510631 11, 0| 0|157E+05|  0,00E+00

pseudogene), putative ) ) #DIV/O!

retrotransposon hot spot

(RHS) protein, putative TcCLB.506843.100 0| O] 8,59E+04 0,00E+00 #DIV/O!
TcCLB.503447.40; TcCLB.511577.180;

retrotransposon hot spot TcCLB.504505.20; TcCLB.509329.20;

(RHS) protein, putative TCCLB.506431.20; TcCLB.506283.10; 0| 0|736E+04)  0,00E+00
TcCLB.506847.30 #DIV/0!

nucleoside phosphorylase,

putative TcCLB.508989.9 0| 0| 5,03E+05 3,01E+04 1,67E+01

HSP70 TcCLB.511211.170 0| 0] 6,58E+07 7,46E+06 | g 83E+00

heat shock protein 70

(hsp70), putative TcCLB.511211.160 0| 0| 4,97E+06 1,05E+06 4,72E+00

chaperone protein ClpB1, .

putative TcCLB.508665.14; TcCLB.509127.10 0| 0| 6,67E+05 2,17E+05 3,08E+00
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