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Resumo

Os membros da familia Trypanosomatidae sao parasitos flagelados que podem
infectar vertebrados e ou invertebrados, e de acordo com o tipo e numero de
hospedeiros séo classificados como parasitas monoxénicos ou heteroxénicos. Neste
trabalho realizamos a comparacao da detecgdo de transcritos entre Trypanosoma
cruzi clone CL-Brener, espécie heteroxénica, e Blastocrithidia culicis, como
representante dos tripanossomatideos monoxénicos, ambos submetidos a tensdes
fisicas, quimicas e nutricionais. A questdo proposta é se duas espécies de
tripanossomatideos com estilos de vida distintos respondem a mesma pressao
ambiental (tensdo em meio de cultivo) com os mesmos genes. Para tanto foi
realizado o crescimento de ambas as espécies em diferentes condigdes de tenséo,
como alteragdes de temperatura, variacbes de pH, reducido de nutrientes do meio,
adicdo de agentes quimicos ao meio, entre outros. O perfil dos transcritos, obtidos,
através de RT-PCR com iniciador arbitrario selecionado (RNA fingerprinting), foi
comparado entre a condicdao padrdo de crescimento (controle) e as condigbes
alteradas entre as duas espécies. Com isso, foram observados comportamentos
distintos dos tripanossomatideos nas condi¢des fisicas impostas, como os extremos
de temperaturas. Com esta abordagem metodolégica que deve apontar os genes
que mais respondem as condicoes de estresse nas células, obtivemos uma
representacdo do momento transcricional dos protozoarios. Foram gerados 722
ESTs apo6s o sequenciamento de fragmentos transcritos de T. cruzi e B. culicis sob
tensdo, além de ESTs da condi¢cdo padrao (controle) de B. culicis. Foi observada
alta transcricdo de genes de proteinas de superficie (mucinas, trans-sialidades,
gp63, etc) sob tensdo tanto em T. cruzi como B. culicis, além de proteinas
regulatorias da expressdo génica em menor quantidade. Ambas as espécies
apresentaram trans splicing de duas formas diferentes, através da utilizagdo de
sitios adicionais (AG), antes da ORF, ou splicing alternativo ao gerar transcritos
internos as ORFs. Concluimos com isso que tripanossomatideos de espécies e
estilos de vida distintos compartilham apenas poucos genes quando em condigdes
de estresse. Grande parte dos transcritos mostraram-se especificos para cada

espécie.
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Abstract

The members of the family Trypanosomatidae are flagellated protozoa parasites
which can infect vertebrates and invertebrates. According to the type and number of
hosts they need to acomplish their life cycle, they are classified either as monoxenics
or heteroxenics parasites. The goal in this work is to perform a comparative analysis
of genic transcripts that have been amplified through RT-PCR in both Trypanosoma
cruzi clone CL-Brener (heteroxenic species), and Blastocrihthida culicis (monoxenic
species). Both species were grown under to physical, chemical and nutritional stress.
We ask whether two species of trypanosomatids with distinct life styles respond to
the environmental pressure (tension in culture medium) expressing the same genes.
To this end, we carried out the growth of both species in different stress conditions,
such as changes in temperature and in pH, nutrient content of the culture medium,
addition of chemicals at maximal concentration, among others. Transcripts were
generated after RT-PCR with selected arbitrary primer (RNA fingerprinting) and
compared both to the standard growth condition (control) and the altered ones
between the two species. Different responses were observed in the trypanosomatid
physical demands, such as the extreme of temperatures. Through this
methodological approach, which tends to select the most abundant genes under
stress conditions, we obtained a sample of the transcription activity of protozoan.
After fragment sequencing 722 ESTs were obtained under tension for T. cruzi and B.
culicis. In addition ESTs in standard condition (control) for B. culicis were also
generated. Analysis of these sequences reveal a high frequency of gene related to
surface proteins (mucins, trans-sialidades, gp63, etc.) under tension in both T. cruzi
and B. culicis. Transcripts of regulatory proteins were observed in small number. In
both species the additional trans-splicing through the use of internal acceptor sites
(AG) before the ORF, or the alternative trans-splicing using sites internal to the
predicted ORF have been detected. In conclusion, trypanosomatid species with
different life styles share only a few genes when they are exposed to stress and

many transcripts appears to be exclusive for each species.
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1- Introducgao

1.1 — A Familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae, pertencente a ordem Kinetoplastida, € composta
por protozoarios flagelados que contém um complexo mitocondrial rico em DNA,
organizado em maxicirculos e minicirculos, chamado cinetoplasto e localizado a
base do flagelo. (Vickerman et al, 1976; Simpson et al., 2006). Além desta, outras
caracteristicas podem distinguir os tripanossomatideos dos outros protozoarios,
como o isolamento de enzimas glicoliticas em uma organela especial chamada
glicossoma, o uso da bolsa flagelar para o trafico de moléculas da célula e um
método original de geragdo de microtubulos corticais. Os tripanossomatideos
também apresentam fendbmenos moleculares caracteristicos tais como uma grande
variacao antigénica, o trans-splicing, a edicdo de RNA, e uma organizagao nuclear

peculiar (Vickerman, 1994).

Os tripanossomatideos parasitam os mais diversos organismos incluindo o
homem. Podem ser monoxénicos ou heteroxénicos, necessitando de um ou mais
hospedeiros para completarem seu ciclo, respectivamente (Wallace, 1966). Os
tripanossomatideos parecem estar aptos a adaptarem seu metabolismo energético a
disponibilidade de substratos e oxigénio, e isto pode dar-lhes a capacidade de
instituir novos ciclos de vida se os padrdes de comportamento do hospedeiro

permitirem (Vickerman, 1994).

Dentro da familia em questdo observamos os géneros heteroxénicos
Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum e Phytomonas, com hospedeiros que
podem ser vertebrados, invertebrados ou plantas (no caso de Phytomonas).
Espécies destes grupos sao transmitidas por insetos (vetores) para vertebrados, ou
plantas e sdo causadoras de importantes doengas (Schaub, 1992). Os demais
géneros Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas, Rhynchoidomonas e
Wallaceina (Podlipaev et al, 2004) s&o classificados como monoxénicos, parasitando
insetos e outros poucos invertebrados e normalmente ndo sédo patogénicos ao

homem (McGhee e Cosgrove, 1980). Geralmente sdo encontrados infectando
1



diferentes ordens de insetos como Diptera, Hemiptera e Siphonaptera (Vickerman,
1994; Podlipaev, 2001).

Os protozoarios tripanossomatideos desenvolvem-se dentro de diferentes
orgaos dos insetos, como intestino médio, intestino posterior, reto, tubulos de
Malpighi, glandulas salivares e alguns conseguem alcang¢ar a hemocele. Na maioria
dos casos, os tripanossomatideos heteroxénicos nao afetam seus vetores, salvo
algumas exce¢des como Leishmania spp., Trypanosoma cruzi, Trypanosoma lewisi

e Trypanosoma rangeli (Schaub, 1992).

Infecgdes experimentais mostraram que os tripanossomatideos monoxénicos
colonizam uma grande variedade de insetos, incluindo vetores de doengas
humanas. O isolamento destes flagelados de insetos sugadores de sangue tem sido
reportado de Triatoma infestans, Aedes vexans, Anopheles quadrimaculatus, e
Culex pipiens (Novy, MacNeal e Torrey, 1907; Correa-Da-Silva et al., 2006). Em
geral as espécies monoxénicas ndo sao patogénicas para seus hospedeiros. Um
exemplo do contrario acontece com Blastocrithida triatomae, que foi observado
causando efeitos patogénicos em seu hospedeiro, T. infestans, importante vetor da
doenga de Chagas. Logo, ressaltou-se a importancia dos estudos destes
tripanossomatideos monoxénicos atuando como parasitos de insetos, e assim vistos
como potenciais agentes para estratégias de controle biolégico do vetor (Schaub,
1988; Kollien e Schaub, 2002; Correa-Da-Silva et al., 2006).

Alguns géneros da familia Trypanosomatidae possuem grande importancia
médica e econdmica (Metzenberg e Agabian, 1994). Espécies dos géneros
Leishmania e Trypanosoma sao causadores das Leishmanioses, cutanea e visceral,
e das Tripanossomiases Americana (doenca de Chagas) e Africana (doenca do
Sono), respectivamente. Com impacto econémico no Brasil, destacam-se espécies
de Phytomonas que infectam plantas como o café e a palma (producéo de éleo de
palma principalmente no Para, Amazonas, Amapa e Bahia) (Camargo, 1999). Séo
transmitidos para as plantas na saliva de insetos fitofagos hemipteros (Insecta) e
podendo causar doencas letais responsaveis pela destruicdo das plantacdes na
América Central e do Sul. Espécies de Trypanosoma como T. vivax (transmitido pela
mosca tsé-tsé) e T. evansi (transmitido por tabanideos e sanguessugas) também

possuem importancia econdmica ao infectar cavalos e gado no Pantanal.
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Esses parasitos flagelados ndo apresentam sempre o mesmo aspecto. Suas
dimensdes, morfologia e organizagdo modificam-se de acordo com a fase evolutiva,
com o hospedeiro (vertebrado ou invertebrado) ou com outras circunstancias do
meio. S&o trés as principais caracteristicas que definem as diferentes formas
evolutivas dos tripanossomatideos: a localizagdo do cinetoplasto em relacdo ao
nacleo, a presenga ou auséncia de membrana ondulante e o flagelo.
Morfologicamente distinguem-se o0s seguintes tipos ou formas: amastigota,
promastigota, epimastigota, tripomastigota, opistomastigota, esferomastigota e
coanomastigota (Hoare e Wallace, 1966) (Fig. 1.1).

-
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tripomastigota promastigotas
e, .
= ¥
amastigotas opistomastigotas
e formas
. . intermediarias S
epimastigota L
L $) 0w
| t -

Figura 1.1: Principais formas evolutivas presentes em tripanossomatideos (De
Souza et al, 2002).



1.2—- Trypanosoma cruzi

A espécie heteroxénica, Trypanosoma cruzi (ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Trypanosoma, subgénero Schizotrypanum), caracteriza-
se por apresentar as seguintes formas evolutivas: tripomastigota, epimastigota e
amastigota. Tais formas podem ser identificadas através de microscopia 6ptica, que
permite visualizar na célula, sua forma geral, seu nucleo e o cinetoplasto (DNA
mitocondrial condensado), caracterizando-as de acordo com a forma da célula, a
posicao relativa entre o flagelo e o nucleo e a localizagao da bolsa flagelar (local de

saida do flagelo) e do flagelo livre (De Souza, 1984) (Fig. 1.2).

Figura 1.2: Microscopia eletrénica de varredura da forma tripomastigota sanguinea

de Trypanosoma cruzi (Foto de Rubem Menna-Barreto).

Assim, tripomastigotas sdo formas alongadas (finas ou largas), com flagelo
que emerge da bolsa flagelar localizada lateralmente e adere-se ao longo do corpo
do parasito tornando-se livre na regido anterior. Apresenta cinetoplasto arredondado
localizado na regido posterior ao nucleo. Esta forma pode ser encontrada no vetor
(intestino posterior e reto), nos hospedeiros vertebrados (entre as células e no
sangue), células de cultura infectadas e cultivo axénico, apresentando-se altamente
infectiva em todos. As formas epimastigotas sdo também alongadas com
cinetoplasto em forma de bastdo na regido anterior ao nucleo, o flagelo emerge da
bolsa flagelar com abertura lateral, permanece aderido a parte do corpo do parasito

e torna-se livre na regido anterior. Podem ser encontradas no tubo digestivo do
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inseto vetor e também em cultivos axénicos. Ja as formas amastigotas sao
arredondadas, com cinetoplasto (forma de bastdo) anterior ao nucleo, apresenta
flagelo curto (ndo visivel ao microscopio éptico) que emerge da bolsa flagelar. Esta
forma é encontrada no interior das células de hospedeiros vertebrados e em cultivo

axénico (Fig. 1.3)

Tripomastigota Amastigota Epimastigota

Figura 1.3 : Desenhos esquematicos das formas evolutivas de T. cruzi. Diferencas
na insergao do flagelo entre as formas tripomastigota, amastigota e epimastigota

(adaptado de Docampo et al, 2005).

Através de microscopia eletrénica (transmissao ou varredura) podemos
analisar a organizagao celular e estrutural do parasito. Através desta analise
visualizam-se estruturas comuns a maioria das células eucariéticas como nucleo,
mitocéndria, reticulo endoplasmatico, aparelho de golgi, e principalmente aquelas
peculiares e especificas dos tripanossomatideos como o cinetoplasto, a estrutura
paraflagelar, os microtubulos subpeliculares, os reservossomos, os glicossomos € 0s

acidocalcisomos (De Souza, 1984).

Ha diferentes cepas ou linhagens do Trypanosoma cruzi quanto a
antigenicidade, patogenicidade e composicdo genética. Esta diversidade
populacional foi evidenciada primeiramente por isoenzimas (Miles et al, 1977, 1978)
e mais recentemente por marcadores moleculares que distinguiram 3 grupos
distintos denominados T. cruzil, T. cruzi Il e Zimodema Il (Z3) (Coura, 2003). T cruzi
| e T. cruzi Z3 estariam relacionados ao ciclo de transmissao silvestre e T. cruzi |l

com o ciclo doméstico (Tibareyenc et al, 1986). Uma proposigdo recente sugere a



existéncia de trés genomas ancestrais que estariam na origem das cepas de T. cruzi
atualmente descritas, o que implicaria a existéncia de trés linhagens para as
populagdes de T. cruzi |, Il e lll (Pena et al, 2009). Por outro lado, outros autores
propuseram que as cepas de T. cruzi fossem classificadas em seis grupos (DTUs —

discrete type units), denominadas T.cruzi | a VI (Zingales et al, 2009).

O clone CL-Brener deriva da cepa CL de Trypanosoma cruzi e foi isolado pelo
professor Zigman Brener e MES Pereira (Centro de Pesquisas René Rachou-
Fiocruz, Belo Horizonte) do sangue de camundongos infectados com a cepa
parental CL. Esta cepa apresenta todas as importantes caracteristicas do parasito,
pois foi isolado de Triatoma infestans, vetor estritamente domiciliar; se diferencia em
meio liquido; tem parasitismo preferencial por células cardiacas e musculares;
apresenta curvas definidas de parasitemia e mortalidade em camundongos;
apresenta uma fase aguda clara em infec¢des humanas acidentais e é susceptivel

as drogas utilizadas clinicamente na doenga de Chagas (Zingales B. et al, 1997).

1.2.1- Doencga de Chagas

Trypanosoma cruzi adquiriu grande importancia médica por ser o agente
etiolégico da Tripanossomiase Americana ou doenga de Chagas (Chagas, 1909;
Brener, Andrade e Barral-Netto, 2000). Doenga esta que atinge, como estimado pela
Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2010), 10 milhdes de pessoas em todo o
mundo principalmente em paises da América Latina onde a doenga de Chagas é
endémica. Aproximadamente 25 milhdes estdo sob risco de contrair a doenga, que

somente no ano de 2008 levou mais de 10.000 pessoas a o6bito.

Originalmente uma zoonose ou enzootia de animais silvestres, a doenga de
Chagas passou a ser considerada uma antropozoonose quando os vetores
comegaram a habitar o domicilio e peridomicilio do homem. Esse processo de
adaptagao ocorreu pela necessidade do triatomineo vetor de se alimentar, como
também pelas suas mutagdes ao longo do tempo. O processo foi agravado ainda
mais pelo desmatamento e diminuicdo dos animais silvestres, quando os
triatomineos passaram a alimentar-se do homem e de seus animais domeésticos
(Vinhaes e Dias, 2000).



Por ser um flagelado heteroxénico, T. cruzi circula em hospedeiros
vertebrados, mamiferos silvestres ou domésticos, como primatas ndao humanos,
gamba, quati, cachorro-do-mato, tatu, roedores, gato, cdo e porco domésticos. Estes
organismos servem também como reservatérios do parasito, sendo assim maior a
dificuldade de erradicacéo total da doenga de Chagas, principalmente por aqueles
animais que coabitam ou estdo muito préximos do homem. Como vetores
encontramos os triatomineos membros da familia Triatominae (Hemiptera:
Reduviidae), conhecidos genericamente por triatomineos e popularmente como
barbeiro, chupdo ou procotd. De 120 espécies descritas nesta familia, 30 ja foram
capturadas e identificadas no domicilio e peridomicilio humano no Brasil. Dessas
espécies, 5 tém especial importdncia na transmissdo da doenga ao homem:
Triatoma infestans, T. brasiliensis, Panstrongylus megistus, T. pseudomaculata e T.
sordida. Tais vetores, por serem hematéfagos, se infectam ao sugar sangue de
pessoas ou animais infectados, assim, parte do ciclo de vida deste protozoario
ocorre no triatomineo e a outra parte no hospedeiro vertebrado infectado (Brener,
Andrade e Barral-Netto, 2000).

O ciclo bioldgico inicia-se com o repasto sanguineo do triatomineo em um
hospedeiro mamifero infectado, onde ingere formas tripomastigotas sanguineas. A
primeira diferenciagao ocorre entdo no intestino do vetor no qual os tripomastigotas
do sangue transformam-se em epimastigotas, forma nao infectiva e replicativa do
parasito que se divide por fissdo binaria ao longo do tubo digestivo. Do intestino
posterior até o reto do vetor ocorre o processo da metaciclogénese, onde as formas
epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos, provavelmente
devido a estimulos ambientais como a reducéo de nutrientes disponiveis. Estas sao
as formas infectantes que seréo eliminadas junto com as fezes do vetor durante o
repasto sanguineo no proximo hospedeiro. Ao entrar em contato com a corrente
sanguinea do vertebrado através de descontinuidades da pele ou mucosas, invadem
macrofagos e diferentes células nas quais se diferenciam em formas amastigotas.
Estas formas intracelulares replicativas irdo se multiplicar até romper a célula e
liberar, novamente para a corrente sanguinea, parasitos diferenciados em
tripomastigotas sanguineos, forma infectante para outras células e para o vetor (Fig.
1.4) (De Souza, 1984)



hospedeiro
invertebrado

hospedeiro
vertebrado

Figura 1.4: Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi - No hospedeiro invertebrado
(A) formas epimastigotas (B) se multiplicam no Iumen do intestino.
Diferenciagdo para tripomastigotas metaciclicos (C) ocorre na porgao final do
intestino. Estas formas infectam o hospedeiro vertebrado (D). Apds adesao (E)
e penetragao (F) nas células hospedeiras, os tripomastigotas se diferenciam em
amastigotas multiplicativos (G). apo6s diferenciagdo e liberagdo de
tripomastigotas sanguineos (H), estas formas podem invadir musculos e outros
tecidos. O ciclo se fecha quando o individuo infectado é picado pelo triatomineo
(A: Demetry C, capturado em 26/07/2005; B: Santa-Rita et al., 2005; C:
Vatarunakamura et al., 2005; D: USP, capturado em 26/07/2005; E: Barbosa
HS, capturado em 26/07/2005; F: Andrews N, capturado em 26/07/2005; G:
FIOCRUZ, capturado em 25/07/2005; H: Dantas et al., 2003).



A doenga pode apresentar duas fases distintas, uma fase aguda, que tem
inicio logo apds a infecgdo, caracterizada por alta parasitemia e colonizagdo de
tecidos, podendo ser assintomatica, oligossintomatica (maioria) ou sintomatica.
Porém, criangas menores de dois anos, e menos frequentemente alguns adultos,
podem desenvolver graves sintomas nesta fase levando ao 6bito. (Tanowitz et al.,
1992). A fase aguda ira evoluir para a fase cronica da doenga onde a grande maioria
dos pacientes ndo apresenta sintomas ou exames clinicos alterados, denominando-
se esta de forma crénica indeterminada. Entretanto, cerca de 20 a 30% dos casos
podem evoluir para as formas crénicas determinadas, que se dividem em trés tipos
principais de doenca: a forma cardiaca, com miocardite aguda, e insuficiéncia
cardiaca; a forma digestiva, com megaeséfago e megacodlon; e por ultimo a forma

mista com cardiopatia e “megas” simultaneamente (Teixeira et al., 2006).

Apesar dos anos de descoberta da doencga, ainda ndo ha um tratamento ideal
e este é realizado por apenas dois farmacos, nifurtimox e benzonidazol. Até o
momento, somente estes dois medicamentos mostraram-se terapeuticamente
eficazes contra o parasito, e mesmo assim somente na fase aguda da doenga, com
tempo prolongado de tratamento e apresentando muitos efeitos colaterais

indesejados (Coura e Castro, 2002; Boscardin et al, 2010).

1.3 — Blastocrithidia culicis

Mais de 30 espécies pertencentes ao género Blastocrithidia ja foram
descritas, dentre elas as mais relatadas sao Blastocrithidia triatomae e
Blastocrithidia culicis. A espécie monoxénica Blastocrithidia culicis (Novy, MacNeal
e Torrey, 1907), (ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Blastocrithidia) tem sido muito estudada devido a duas caracteristicas principais: a
facilidade de cultivo e a presenga de uma bactéria simbidtica (De Souza e Motta,
1999) em seu citoplasma. Blastocrithidia culicis foi originalmente isolada de
Triatoma infestans (Novy, MacNeal e Torrey, 1907), sendo encontrada também em
hospedeiros como Aedes vexans (Wallace e Johnson, 1961; De Sousa, 1994) e,

experimentalmente, em Aedes aegypti (Corréa-da-Silva et al ,2006).



O endossimbionte de B. culicis fornece aos protozoarios fatores de
crescimento essenciais, como aminodcidos, vitaminas e hemina (De Souza e Motta,
1999) e sua presenga tem sido associada com alteragbes morfoldgicas da célula do
tripanosomatideo, como o rearranjo das fibras de DNA do cinetoplasto e a auséncia
de estrutura paraflagelar (Fampa et al, 2003). Devido a bactéria conter enzimas que
preenchem ciclos metabdlicos do tripanosomatideo, estes apresentam baixa
exigéncia metabdlica, o que pode explicar sua replicagdo mais ativa
(aproximadamente 6h), quando comparados com Trypanosoma cruzi que necessita
de aproximadamente 24 horas para completar sua divisdo celular. Em
tripanossomatideos, a possibilidade de eliminacdo do endossimbionte através do
uso de antibidticos (cura) tem aumentado o interesse no estudo das espécies que
albergam tal bactéria, pois muitas interagdes entre a bactéria e o protozoario podem
ser analisadas pela comparacgéo das cepas “curadas’ e selvagens (D’Avila Levy et
al, 2009).

Logo, este protozoario torna-se importante modelo biolégico no estudo da
origem simbidtica de organelas e da evolugdo celular. Em geral, os
tripanossomatideos monoxénicos tem sido muito usados, como modelos para
estudos bioquimicos e moleculares, pelo seu facil cultivo e crescimento sob
condigcbes axénicas, além de apresentar fatores de viruléncia homodlogos de
tripanossomatideos patogénicos (D’Avila-Levy et al, 2005). Embora sejam
filogeneticamente distantes do Trypanosoma cruzi, apresentam muitas
caracteristicas morfologicas, bioquimicas e imunoldgicas semelhantes a esta

espécie (Manzine et al, 2006).

Segundo Fampa et al (2003), em infec¢cbes experimentais de insetos
hematofagos transmissores de doengas humanas, como Lutzomya longipalpis,
Anopheles gambiae e Aedes albopictus, B. culicis foi o tripanosomatideo
monoxénico que apresentou maior indice de associagcdo com as células intestinais
destes insetos. Outro dado relevante foi a redugdo em 55% da interagao de B. culicis
curada (sem o endossimbionte) com o intestino do inseto quando comparado com o
tripanosomatideo em seu estado natural, albergando a bactéria simbionte. Isto
ocorre porque a adesao de B. culicis a células intestinais do inseto hospedeiro deve
ser mediada em parte por carboidratos de superficie. Estudos comparativos

utilizando tripanossomatideos com o endossimbionte e suas respectivas cepas sem
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o simbionte (ao trata-los com antibidticos), revelou que a bactéria simbidtica induz
uma expressao diferencial de carboidratos na superficie de seu hospedeiro, ou seja,
do tripanosomatideo monoxénico. Além disto, foi visto que aqueles com
endossimbionte interagem mais com macrofagos peritoneais de ratos além de serem
mais resistentes aos mecanismos de morte por macréfagos quando comparados
com as cepas apossimbidticas (Rozental et al. 1987). Observaram também que os
tripanossomatideos com simbionte sdo capazes de infectar fibroblastos da derme de
ratos (Santos et al. 2004).

Vistos juntos, estes fatos sugerem que tripanossomatideos monoxénicos,
uma vez atingindo o hospedeiro vertebrado, as vezes sdo capazes de sobreviver
(Morio et al, 2008). Dados de infecgao experimental de B. culicis também enfatizam
a grande capacidade deste protozoario de infectar insetos vetores, reforcando ainda
mais a idéia de que os tripanossomatideos monoxénicos possuem baixa
especificidade parasitaria (Corréa-da-Silva, 2006). E como ja foi demonstrada a
colonizagéo experimental de B. culicis em insetos hematofagos, inclusive de adesao
do protozoario a glancula salivar dos insetos (Nascimento et al, 2010), sugere-se
também que vetores de transmissao de tripanossomatideos monoxénicos possam

ocorrer na natureza (Fig.1.5).

O género Blastocrithidia apresenta células tipicamente no estagio
epimastigota, ndo sendo observado desenvolvimento além desta fase, apesar de
algumas espécies mostrarem formas amastigotas como cistos flagelares. Em cultura
de B. culicis foram evidenciadas formas tripomastigotas que podem ocorrer entre 2 -
7% (De Sousa, 1994). As formas epimastigotas de Blastocrithidia sp. podem ser
cultivadas in vitro e as células medem entre 10 a 50 ym de comprimento, com

flagelo flagelo de cerca de 5a 12 ym.
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Figura 1.5: Formas epimastigotas de B. culicis aderidos a lamina basal da glandula
salivar de Aedes aegypti. Protozoa (P); dano na lamina basal (*). Barra = 5 ym
(adaptado de Nascimento et al, 2010).

Apesar dos tripanossomatideos monoxénicos nunca terem sido confirmados
como patogénicos para humanos, ha diversos relatos de infecgbes humanas com
tais parasitos. Observamos na literatura casos reportados de pacientes infectados
com o virus HIV que apresentaram lesbdes cutaneas difusas e lesbes viscerais,
semelhantes a Leishmaniose, mas supostamente causadas por tripanossomatideos
monoxénicos. Casos de co-infeccdo HIV-Leishmania sdo comuns, porém em muitos
destes o parasito encontrado diferiu isoenzimaticamente de Leishmania e
Trypanosoma. (Dedet et al, 1995; Jimenez et al, 1996). O primeiro caso foi relatado
em 1980, onde McGhee and Cosgrove (1980) descreveram uma possivel infec¢ao
em uma mulher no Texas (EUA) por Herpetomonas. Em outro estudo, mais tarde,
identificou-se a presenca da espécie Leptomonas pulex simulantis de pulgas de
cachorro em pacientes infectados HIV positivos (Pacheco, 1998).

E dificil explicar como humanos, imunocompetentes ou imunodeprimidos,
realmente adquirem a infecgcao por tripanossomatideos monoxénicos. Invertebrados
geralmente tornam-se infectados ao ingerir parasitos de fezes de outros
invertebrados ou ao ingerir o proprio. Parece possivel que humanos também
possam ser infectados por Blastocrithidia gerridis e Crithidia flexonema, parasitos de
insetos da familia Gerridae, que podem sobreviver na agua por 48 e 30h
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respectivamente e assim usuarios de drogas injetaveis podem ser contaminados
com esses parasitos ao usar seringas lavadas com agua contaminada. Todos estes
relatos reforcam a suposicdo de que seres humanos sob condicbes de
imunossupressao podem ficar vulneraveis também a outros tripanossomatideos de
insetos, pois a depressdo no sistema imune do paciente explicaria o parasitismo

oportunista do tripanosomatideo (Pacheco et al, 1998; Chicharro e Alvar, 2003).

1.4 - Origens do Parasitismo

A questao da origem e evolugédo do parasitismo em tripanossomatideos tem
atraido bastante atencdo desde o inicio do século. A similaridade entre os
tripanossomatideos de insetos (monoxénicos) e aqueles de vertebrados que séo
transmitidos por insetos (heteroxénicos) estimulou uma série de especulagdes
evolucionarias ao longo do tempo. As inumeras teorias propostas e discutidas
podem ser divididas em duas visdes opostas que discordam quanto a natureza do
hospedeiro primario (vertebrados ou invertebrados) e o tempo e modo de aquisigao

do ciclo biolégico heteroxénico (Wallace, 1966).

Uma das hipoteses afirma que depois de inicialmente parasitar o intestino dos
primeiros vertebrados aquaticos, os cinetoplastideos ancestrais passaram a
colonizar o sangue, sendo assim posteriormente passados para sanguessugas e
insetos hematofagos que, por sua vez, continuaram a disseminagdao do parasito
entre os diferentes grupos de vertebrados (aquaticos e terrestres). Esta teoria
explicaria porque os tripanossomatideos sdo encontrados hoje em todas as classes
de vertebrados, mas preferencialmente ocorrem em grupos de invertebrados
hematofagos (Wallace, 1966; Maslov et al, 2006).

Ja a segunda hipotese propdem que os parasitos de vertebrados descendem
de parasitos de insetos hematofagos e sanguessugas. Nesse modelo, o parasitismo
foi originalmente estabelecido em antigos invertebrados onde esses parasitos co-
evoluiram com seus hospedeiros. E ambos, insetos e sanguessugas teriam herdado

seus parasitos de um ancestral comum semelhante a um anelideo.

As duas hipoteses se mantiveram dentro do paradigma que postulava que os

ciclos de vida monoxénicos deveriam preceder os ciclos heteroxénicos. No entanto,
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as recentes tentativas de reconstruir a filogenia da ordem Kinetoplatida utilizando
abordagens moleculares, ndo sustentam este paradigma. Pois viu-se que as
linhagens divergentes mais antigas sao representadas por dois parasitos de
mamiferos heteroxénicos, Trypanosoma cruzi e Trypanosma brucei, enquanto os
parasitos monoxénicos formam um grupo que divergiu mais recentemente. Esta
topologia da arvore filogenética levou a conclusdo de que os tripanossomatideos
ancestrais eram de fato heteroxénicos (Landweber et al, 1994). Mas o paradoxo
resultante, que no tempo estimado da divergéncia da linhagem Trypanosoma da
linhagem de relativa vida-livre a hematofagia ainda ndo havia aparecido na
evolucdo, pode ser resolvido admitindo-se que o ciclo de vida heteroxénico dos
tripanosomas ocorreu varias vezes ao longo da evolucdo, independentemente dos

tripanossomatideos parasitos de insetos (Maslov et al, 2006; Hamilton et al, 2007).

Considerando uma origem polifilética dos parasitos heteroxénicos, que
também ja foi proposta, previu-se a presenga de parasitos monoxénicos de insetos
como linhagens irmas daquelas derivadas de parasitos heteroxénicos. Em termos
taxondmicos especificos, linhagens de parasitos heteroxénicos Trypanosoma,
Leishmania ou Endotrypanum deveriam ter linhagens irmas intimamente
relacionadas com géneros parasitos de insetos como Crithidia, Leptomonas e
Herpetomonas. No entanto linhagens irmas de parasitos monoxénicos foram
encontradas somente para Leishmania e Endotrypanum, apoiando a origem destes
géneros de parasitos monoxénicos de mosquitos. Embora a auséncia de parasitos
de insetos intimamente relacionados com parasitos de mamiferos como T. cruzie T.
brucei, pode ser simplesmente explicada pela origem recente de tripanosomas de

mamiferos dos tripanosomas mais primitivos (Maslov et al, 2006).

1.5 - Organizagao e expressao génica nos Tripanossomatideos

A regulacdo da expressao génica nos tripanossomatideos esta sujeita as
constantes mudangas de ambiente decorrentes da passagem pelos hospedeiros (no
caso dos tripanossomatideos heteroxénicos) ou mesmo diferentes caracteristicas de
microambiente (constituicio do meio) dentro de um Uunico hospedeiro (pH,

temperatura, quantidade de nutrientes). Assim, devido a importancia da expressao
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de diferentes genes nas rapidas adaptagdes destes protozoarios ao longo de sua

vida, a regulagdo da expressao génica é realizada por diversos fatores.

Os tripanossomatideos apresentam uma organizagao génica peculiar, que se
mostra conservada nos genomas de L. major, T. brucei e T. cruzi. No genoma
nuclear, os genes, organizados em cromossomos, sao codificados (10-100) ao longo
de uma mesma fita de DNA, formando conjuntos de genes (Monnerat et al., 2004;
Nilsson & Andersson, 2005; EI-Sayed et al., 2005b).

Ha também um genoma mitocondrial grande e caracteristico da ordem
Kinetoplastida. O kDNA contém aproximadamente 20 a 30% do DNA total dos
tripanossomatideos e €& composto por dois tipos de moléculas circulares: os
maxicirculos e os minicirculos. Os maxicirculos, com tamanho entre 22-37 kb e
presentes em menor quantidade de copias na rede de KDNA contém os genes
codificadores de proteinas mitocondriais € RNA ribossomal. Ja os minicirculos com
um tamanho variado entre espécies (0,6-5 kb), estdo presentes com maior numeor
de copias (5.000-10.000) e sao responsaveis por codificar os RNAs guias envolvidos
na editoracdo do RNA (Shapiro e Englund, 1995).

Como os demais eucariotos os tripanossomatideos apresentam trés RNA
polimerases: a RNA polimerase | responsavel por transcrever os genes para RNAs
ribossomais; a RNA polimerase Il que transcreve os genes codificadores de
proteinas € a RNA polimerase lll responsavel pelo RNAt (RNA de transferéncia) e
outros pequenos RNAs. Ja foram identificados promotores para RNA polimerase | e
[ll, porém para RNA polimerase || somente o promotor relacionado ao gene do mini-

exon foi identificado (Campbell et al, 2003; Haile e Papadopoulou, 2007).

Assim, ao trasncrever seus genes, os tripanossomatideos geram moléculas
de RNA contendo diversos genes, denominadas de unidades policistronicas. Os
genes de cada unidade transcrita ndo sao relacionados funcionalmente e podem
apresentar diferengas nos niveis de expressao, o que demonstra a importancia dos
mecanismos poés-transcricionais no controle da expressdo génica (Vanhamme &
Pays, 1995; Teixeira e DaRocha, 2003).

Para o T. cruzi, assim como para os demais tripanossomatideos, a maioria

dos genes nao apresenta introns e o processamento do RNAm ocorre através do
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mecanismo de trans-splicing (Sutton & Boothroyd, 1986; Gull, 2001). Este € um
processo similar ao cis-splicing (que ocorre nos demais eucariotos) entre dois
precursores de RNA oriundos de diferentes loci génicos a fim de gerar unidades
monocistrénicas de RNAm prontas para serem traduzidas. Em tripanossomatideos a
principal molécula de RNA é a “spliced-leader” (SL) RNA, a qual doa sequéncias SL
(mini-exons) para todos os RNA mensageiros através do trans splicing (Lustig et al,
2007). Envolve uma sequéncia conservada com cerca de 39 nucleotideos,
denominada Spliced leader (SL) ou mini-exon que é transferido de uma extremidade
5’ de um pequeno RNA (em torno de 140 nucleotideos), para um sitio aceptor de
splice rico em AG em outra molécula de RNA (Jager et al, 2007; Lustig et al, 2007).
As moléculas de RNAmM maduras nos tripanossomatideos contém o mini-exon na
extremidade 5 e uma cauda composta por aproximadamente 30 residuos de

adenina (cauda poliA) na extremidade 3’ (Fig. 1.6).

cauDA POLIA

MlN\-EXQN

Figura 1.6: Esquema do RNA mensageiro maduro de tripanossomatideos. ORF

(Open reading Frame); UTR (Untranslated Region).

O trans splicing ocorre através de um sinal, que consiste em regides ricas em
pirimidina (trato polipirimidinico) e de sitios especificos, indicados por uma
sequéncia consenso AG (sitio aceptor), que irdo regular a adicdo do mini-exon e da
cauda poli-A, A adicdo destes elementos, por sua vez, sdo necessarios para a
estabilidade e protecdo do RNAmM maduro. Qualquer delegdo nos sitios de trans-
splicing podem impedir o correto processamento dos transcritos (Matthews et al.,
1994). Os tripanossomatideos também apresentam trans-splicing alternativo,
podendo ocorrer em alguns genes que possuam sitios adicionais de trans-splicing,

como a presenga de mais de um sitio aceptor AG no RNA, gerando assim transcritos
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do mesmo gene com diferentes 5UTR (Mayer et al, 2005). O mais interessante e
ressaltado no estudo do trans-splicing alternativo € a geragdo de transcritos de
tamanhos diferentes e que serao traduzidos em proteinas idénticas ou semelhantes,
porém cada uma possuindo uma localizagao diferente na célula (Benabdella et al,
2007).

Esta possibilidade freqiientemente depende da escolha, mediante diferentes
estimulos, entre os codons iniciadores alternativos, a presenga ou auséncia de uma
sequéncia aminoterminal junto a uma maquinaria de reconhecimento de sinal,
determinando assim o destino da proteina. Os mecanismos moleculares subjacentes
a esta habilidade sdo tanto transcricionais como traducionais. Entretanto, em
tripanossomatideos a transcricdo € policistrbnica e a traducdo é estritamente
dependente do mini-exon (cap) na terminagdo 5 do RNAm. Consequentemente,
para a finalidade do duplo direcionamento de uma Uunica proteina, os
tripanossomatideos devem contar com o trans-splicing alternativo para converter
RNAs policistrénicos precursores em RNAs mensageiros capeados e assim
traduziveis (Benabdella et al, 2007).

Observou-se também variagédo nas regides nao traduzidas (UTRs) do RNAm,
mais exatamente na 5’UTR, devido ao uso de diferentes sitios adicionais (canbnicos
ou nado) de trans-splicing, gerando os diferentes transcritos com 5UTRs de
tamanhos distintos. Como também a poliadenilagao alternativa apresentou-se como
um mecanismo para a geragao da diversidade transcricional (3’'UTRs de diferentes

tamanhos) de um mesmo gene (Benz et al, 2005)

A geracdo de RNAs mensageiros funcionais também envolve a adigdo ou
delecao pos-transcricional de residuos de Uridina em um processo conhecido como
edicdo de RNA. Este processo é mediado por pequenos RNAs, chamados de RNA

guias, codificados no cinetoplasto (kDNA) (Vanhamme e Pays, 1995).

O fato de o protozoario realizar uma transcrigao policistrénica, associado a
presenca de niveis distintos de RNAm e diferentes padrdes de expressao de
proteinas, ambos originados de uma mesma unidade policistronica, reforcam a
importancia da regulagdo dos genes dos tripanossomatideos ao nivel poés-
transcricional (Teixeira e Da Rocha, 2003)
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1.6 - Genoma dos Tripanossomatideos

Em 2001, trés instituigbes: The Institute for Genomic Research (TIGR),
atualmente parte do J Craig Venter Institute, Seattle Biomedical Research Institute
(SBRI) e Karolinska Institute iniciaram um consoércio internacional para o
sequenciamento do genoma completo de Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e
Leishmania major (TriTryps). A disponibilidade destes genomas permitiu uma melhor
compreensdo das bases geneéticas e evolucionarias compartilhadas por estes
patdgenos (Zingales et al, 1997).

O genoma nuclear de L. major € constituido de 32,8 Mb de DNA distribuidos
em 36 cromossomos relativamente pequenos que variam de tamanho entre 0,28 e
2,8 Mb. Trypanosoma cruzi possui um genoma maior, de 60,4 Mb organizado em 43
pequenos cromossomos, enquanto T. brucei apresenta genoma de apenas 26 Mb
distribuidos em 11 grandes cromossomos (Martinez-Calvillo et al, 2010). T. brucei, L.
major e T. cruzi possuem aproximadamente 8.100, 8.300 e 12.000 genes

codificadores de proteinas respectivamente (El-Sayed et al, 2005b).

A publicacdo do genoma de T. cruzi, T. brucei e L. major mostrou que a
maioria dos genes de todos 0s cromossomos nos tripanossomatideos sao
organizados em grandes conjuntos policistrdnicos de genes (PGCs). Estes sao
constituidos por 10 a 100 genes codificadores de proteinas dispostos
sequencialmente em uma mesma fita de DNA (organizados em tandem), e em geral

nao sao funcionalmente relacionados (Martinez-Calvillo et al, 2010).

Embora grande parte dos genes de tripanossomatideos seja conservada
(foram reveladas cerca de 6.200 proteinas essenciais presentes no genoma dos
TriTryps), (Clayton, 2010) existem consideraveis diferencas, o que presumivelmente
reflete as adaptagbes espécie-especificas as distintas pressdes seletivas e as
distintas estratégias fisiopatolégicas e de sobrevivéncia de cada organismo (El-
Sayed et al, 2005b).

O genoma de T. cruzi é referente a cepa CL-Brener por esta ser bem
caracterizada experimentalmente, incluindo os trabalhos anteriores de analise do

sequenciamento de ESTs (expressed sequence tags) de varias formas do ciclo
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deste parasito (Zingales et al, 1997). Demonstrou-se que T. cruzi apresenta um
genoma com mais de 12.000 genes codificadores de proteinas, incluindo a
superfamilia que codifica para mucinas de superficie. Pelo menos 50% do genoma
consistem em sequéncias repetitivas, basicamente constituidas por grandes familias
génicas, como as proteinas de superficie, retrotransposons e repeticbes
subteloméricas (El-Sayed et al., 2005b). Somente foi possivel determinar a fungao
de 50,8% genes de T. cruzi, isso com base na literatura, em resultados de
similaridades com proteinas ja caracterizadas ou na presenga de dominios

funcionais caracteristicos.

Ainda ndo ha dados disponiveis sobre sequenciamento gendmico de
tripanossomatideos monoxénicos. Apesar de ja ter sido sequenciado recentemente
(http://www.culicis.Incc.br/index.php#, 2010) o genoma de Blastocrithidia culicis
ainda estd em fase de anotagdo. Assim como o genoma de Crithidia deanei,
Trypanosoma rangeli e outra cepas de Trypanosoma cruzi. Quando disponiveis
estas informagdes serdo de grande relevancia no estudo de co-evolugdo entre o
tripanosomatideo e seu simbionte e a investigagdo da transferéncia génica entre
estes microorganismos. Além disso, o mais importante sera adquirir maior
conhecimento e entendimento acerca do processo evolutivo da familia

Trypanosomatidae.

A base de dados com o genoma de tripanossomatideos monoxénicos
incluidos tera como vantagem a comparagédo dos genes identificados, e baseado
nas diferencas encontradas, elaborar uma explicacdo para o parasitismo das
espécies heteroxénicas em vertebrados, ou seja, de onde viria sua capacidade de

infeccao e a patogenicidade para estes hospedeiros.
1.6.1 - Regides nao traduzidas (UTR - untranslated regions)

A idéia de que somente as regides codificadoras dos RNAms interessavam
alterou-se somente durante a ultima década quando relatos mostraram que as
regides nao traduzidas do RNA (5’ UTR e 3’ UTR) eram capazes de regular este de
diversas formas, podendo, inclusive, influenciar a fungdo do gene. Mesmo assim,
ainda ha poucas informagdes disponiveis sobre as UTRs, visto que grande parte das

analises gendmicas ignoram estas regides (Brandao, 2008).
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A capacidade de regulacdo dos RNAs pelas UTRs é realizada por
determinados componentes, como as suas sequencias repetitivas, as estruturas
secundarias encontradas nas 5 ou 3’ UTR e as uORFs (upstream open reading
frame), que sao pequenas sequencias codificantes (ORFs) encontradas dentro das
UTRs. As UTRs podem assim controlar a tradugdo, a meia vida dos RNAs
mensageiros, as interagdes com proteinas e a comunicagao entre as proprias UTRs.
Foi observado que em T. cruzi as UTRs (5" e 3’) realizam também atividades a nivel

pés-transcricional (Brandao e Jiang, 2009).

As 5 UTRs possuem um tamanho variavel de 30 a 400 nucleotideos
dependendo do tamanho do gene, assim a proporgdo entre a UTR e o segmento
codificador da proteina (ORF) mostrou-se limitada a 20% do tamanho total do
transcrito final (Brandao e Jiang, 2009). As UTRs localizadas na porgao 5 sdo de 2 a

3 vezes menores que as 3’ UTRs.

Nao ha ainda descricdes a respeito das UTRs em diferentes espécies de
tripanossomatideos, e pouco se sabe sobre essas regides entre as populagdes de T.
cruzi. Tal conhecimento seria de grande importdncia para problemas como a

tipagem de cepas e a evolugédo da doenga de Chagas.

A fim de preencher esta lacuna no conhecimento da expressdo génica em
tripanossomatideos, surgiram estudos que combinam a geragdo de dados
experimentais com a andlise computacional de sequéncias, como a geragédo de
ESTs (expressed sequence tags). Através das ESTs é possivel analisar as UTRs
quanto ao seu tamanho e composigao (Brandao 2008). Antes do sequenciamento do
genoma de T. cruzi, diversos estudos de ESTs resultaram na geragao e analise de
sequéncias expressas (Brandao et al, 1997). A analise de ESTs mostrou-se uma
técnica rapida e satisfatoria na identificacao de genes, apresentando porém um viés

analitico para genes expressos em maior quantidade (Matsubara e Okubo, 1993)

A analise de sequéncias de ESTs rapidamente ganhou grande importancia e
tem sido muito aplicada na descoberta das sequéncias transcritas no genoma em
uma variedade de organismos. Isto porque as ESTs sdo geradas a partir do
sequenciamento de partes de cDNAs dos genes transcritos. Logo, mostrou-se como

uma forma rapida e eficiente de obter detalhados perfis de genes expressos em
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determinada célula, ou ainda em fases especificas do desenvolvimento desta
(Verdun et al, 1998).

Os bancos de dados, como dbEST GenBank — NCBI, possuem relativamente
poucas sequéncias de ESTs de tripanossomatideos quando comparados com outros
organismos modelos e economicamente mais importantes (Pesole et al, 2001). O
sequenciamento de ESTs pode ser substituido por técnicas mais eficientes para
analise de transcricao génica como os Microarranjos (Microarray), SAGE (Serial
analysis of gene expression) e mais recentemente baseado neste ultimo o DGE
(Digital gene expression), que permite gerar dados digitais proporcionais ao niumero
de transcritos por RNAm (Veitch et al, 2010).

A geracédo de ESTs € limitada devido a dependéncia da técnica do
sequenciamento e pelo tipico viés de obtencdo de clones dos genes mais
frequentemente transcritos (Brandao, 2008). Ainda assim, precisando-se que cada
vez mais ESTs de tripanossomatideos monoxénicos e heteroxénicos sejam geradas,
servindo estas como ferramentas para entender a evolugdo da transcricdo nesses

protozoadrios.

Embora técnicas de transformacgao estavel sejam empregadas ha varios anos
nos tripanossomatideos (Taylor e Kelly, 2003), estes, pelas suas peculiaridades
biolégicas e moleculares, apresentam certa dificuldade para manipulagdo genética.
Este fato limita a aplicagdo das abordagens metodolégicas que visam ao estudo da
funcdo génica. O sequénciamento do genoma dos trés importantes
tripanossomatideos (L. major, T. cruzi e T. brucei) (EI-Sayed et al., 2005) revelou um
elevado numero de genes hipotéticos, previstos por métodos computacionais, mas
sem confirmagao experimental. Varios desses genes sdo especificos para os
tripanossomatideos, n&o existindo similares em outros organismos. Isto aumenta o
desafio para os pesquisadores, que impossibilitados de usar as ferramentas
comumente aplicadas e validadas nos organismos modelos (S. cerevisiae, A.
thaliana, C. elegans, etc), nao dispdem de muitas alternativas para avaliar a fungao

dos milhares de genes novos desvendados pelos projetos genomas.
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1.7 — Respostas ao Estresse

De forma geral as células sdo capazes de responder as alteragcbes ambientais
e variacoes de fatores do meio em que se encontram, como temperatura, nutrientes,
pH, entre outras. Esta rapida resposta € de grande importancia para a atividade
geral da célula e sua sobrevivéncia. Logo, estudos buscam compreender a resposta
celular as alteragbes do meio, tentando entender os mecanismos moleculares que

estdo envolvidos na adaptagao das células a novos ambientes (Gdées, 2008).

A mudanga no comportamento celular perante variados estimulos e sua
adaptagao a ambientes distintos, é resultante da modificacdo da expressao génica,
com ajustes nos niveis de expressdo de cada gene. Assim, 0s mecanismos
moleculares que estdo envolvidos na regulacdo da expressdo dos genes poderiam
elucidar questbes a respeito da adaptacdo celular a diferentes tensdes impostas
pelo meio. Indicios dos mecanismos envolvidos na mudanga de ambientes vieram
de pesquisas com genes que sao diferencialmente expressos em resposta a

estresses celulares especificos. (Causton et al, 2001).

Procariotos e eucariotos parecem responder de forma similar a condi¢des de
choque térmico impostas. Como exemplo, estudos demonstraram que ao induzir
tensdo de choque térmico ocorria um aumento na sintese e acumulo de proteinas
chamadas “proteinas de choque térmico” (HSPs) (Graefer et al, 2002). E um grupo
de proteinas altamente conservado que sao sintetizadas em resposta a condigbes
de tensao do meio. Além das alteragdes de temperatura as HSPs também aparecem
alteradas em condigbes de tensdo como deplecdo de energia e concentragdes
extremas de ions, gases e substancias téxicas a célula (Feder e Hofmann, 1999).
Tais proteinas também possuem funcdes essenciais na célula como dobramento de
proteinas, acoplamento, localizagao intracelular, secrecdo e degradagado de outras

proteinas.

Segundo Rodrigues et al (2010) a capacidade de responder a mudancgas
ambientais parece ser um mecanismo conservado, e parte dessa resposta esta no
aumento do nivel das HSPs, que parecem estar implicadas na adaptagdo e
sobrevivéncia da célula sob condigdes de estresse. Para o parasito entdo, a sintese
das HSPs funciona como mecanismo de defesa celular, permitindo que este viva em

diferentes ambientes térmicos ao longo de sua vida. Assim, foi observada a
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importancia da regulagdo da sintese dessas proteinas em parasitos heteroxénicos
que passam de um hospedeiro para outro (vetorialmente), trocando repentinamente
de meio, e também no caso daqueles de vida livre ou dos monoxénicos, onde a
inducdo das HSPs acompanha a transicido do hospedeiro em diferentes ambientes
(Feder e Hofmann, 1999). A adaptacao dos parasitos heteroxénicos a dois distintos
ambiente, com diferentes temperaturas, nutrientes e defesas, pode requerer uma

maior alteracéo na expressao dos seus genes (Clayton, 2002).

Trabalhos com bactérias como Escherichia coli, por exemplo, mostraram
haver uma maquinaria essencial para sobrevivéncia desta em diferentes tipos de
tensdo no meio (Delgado-Olivarez et al, 2006). Em Pseudomonas putida submetida
as tensdes de temperatura, estudos mostraram que a adaptacdo ao novo ambiente
se da pela ativagao de médulos funcionais de ribossomos associados que facilitam e
aumentam a eficiéncia da traducdo. Outros sinais também foram observados, como
reorganizagcado do perfil da membrana externa, as vias anabdlicas e essenciais € 0
metabolismo energético foram reprimidos e o catabolismo de acgucar ativado.
Observou-se também que no tempo observado, bem no inicio da adaptacdo a
tensdo, o transcriptoma foi reprogramado em quase todas suas categorias
funcionais, entretanto o perfil protéico (proteoma) ainda ndo estava adaptado as

novas condi¢des de sobrevivéncia (Frank et al, 2011).

Em estudos com leveduras (Causton et al, 2001), como o modelo
Saccharomyces cerevisiae, foi observado que cerca de dois tergos do genoma
estaria envolvido nas respostas transcricionais destas células as tensées no meio,
com diferentes perfis de transcricdo caracteristicos para cada tipo de tensao
aplicada. Porém também demonstrou-se que aproximadamente 10% dos genes de
S. cerevisiae sdo induzidos ou reprimidos em comum quando as células respondem
a uma variedade de condi¢gdes de tensdao impostas. Este resultado demonstra a
importancia da reformulagdo da expressdo génica na adaptagdo as mudangas do
meio e ainda implica um conjunto substancial de genes de fungdo desconhecida

(hipotéticos) nestas respostas (Teixeira et al, 2010).

Pouco se sabe a respeito de como alteragbes no ambiente dos
tripanossomatideos acarretam mudangas em sua expressao génica, embora

regulagbes disparadas por alteracdes de temperatura e pH ja tenham sido bem
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definidas (Ali et al, 1994; Zilberstein e Shapira, 1994; Clayton, 2002). Inclusive, as
mudancas de pH e temperatura além de dispararem a expressao diferencial de

genes, também s&o estimulos para a diferenciagao celular deste parasito.

Condigdes de tensao sobre a célula de um tripananossomatideo podem
resultar em modificagbes nas 5’UTR ou 3'UTR, regides que possuem sequencias
responsaveis pela regulacéo pos-transcricional dos RNAm. Se, por exemplo, ocorrer
a utilizacdo de sitios adicionais de trans-splicing, candnicos ou nao, ira alterar a
sequéncia e a fungado destas regides nao traduzidas. Pode assim ser regulada a
meia-vida de RNAs mensageiros, modulando a taxa de degradacdo destes
(alteracao da estabilidade do RNAm), ou ainda a inibicdo do inicio da tradugao
(alteracao na eficiéncia de tradugdo do RNAm) levando a um acumulo de RNAm no
citoplasma (Ali et al, 1994; Hilgers et al, 2006). Mostra-se, desta forma, como os
mecanismos de controle pds-transcricionais exercem um importante papel na

regulacao da expressao génica durante a resposta ao estresse (Spicher et al, 1998).

Apesar de muitos estudos acerca dos mecanismos moleculares envolvidos na
resposta as tensdes do meio nos parasitos, estes ainda nado foram completamente
elucidados, devido as complexas vias de sinalizacdo e o envolvimento de diversas
proteinas neste processo (Miura, 2004). Dessa forma, a analise da expressao do
genoma em condigcbes de tensdo distintas, ainda pode revelar os principais

reguladores na resposta ao estresse (Teixeira et al, 2010).

1.8 - RNA fingerprinting

Estima-se em torno de 100.000 o numero de genes diferentes em eucariotos,
sendo que destes, apenas uma pequena fragao, talvez 15% sejam expressos em
cada célula individualmente. E a partir da escolha de quais genes serdo expressos
que se baseiam todos os processos vitais da célula, como desenvolvimento e
diferenciagéo, regulacdo do ciclo celular, envelhecimento e até a morte celular
programada. Da mesma forma que podemos comparar a expressiao génica em
diferentes tipos celulares de um mesmo organismo, na visdo de protozoarios

unicelulares buscamos comparar a organizagao e regulacdo génica em diferentes
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momentos de desenvolvimento e diferenciagdo do parasito em seu ciclo bioldgico e

celular (Liang e Pardee, 1992).

Dentre diversas técnicas da biologia molecular algumas buscam revelar
especificamente a expressao génica de um determinado momento (forma evolutiva,
hospedeiro, metaciclogénese, etc), além de saber quais genes e em que quantidade
estes sao expressos na célula em estudo. Os métodos atuais usados para analisar
expressao diferencial de genes baseiam-se na técnica de hibridizagdo, como os
microarranjos (Veitch et al, 2010). Tais métodos estdo sujeitos a hibridizagdes nao
especificas, hibridizagado cruzada, cinética de hibridizagdo nao-linear e saturavel,
produzindo niveis quantitativos de expressdo que podem nao ser comparaveis entre

0s experimentos.

Técnicas alternativas mais recentes para analise de expressao génica estao
tornando-se cada vez mais populares devido ao rapido desenvolvimento atual das
tecnologias de sequenciamento. O primeiro, com o sequenciamento direto de cDNAs
chamado RNAseq, e o segundo baseado na andlise seriada de expressédo génica
SAGE, chamado DGE (Digital gene expression) permite a obtencdo de perfis
transcricionais de grande parte dos genes em um genoma, fornecendo o numero
absoluto de transcritos em formato digital bem como a identificacdo de novos genes
(Veitch et al, 2010; Qing Ye et al, 2000).

Ja a técnica de RNA fingerprinting (Welsh et al, 1992) baseia-se na
amplificacdo de sequéncias parciais de cDNAs de um subconjunto de RNAs por
transcricédo reversa (RT) e reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Assim, a reagéo
pode utilizar iniciadores arbitrariamente selecionado, escolhidos de tal forma a
produzir o melhor fingerprinting da reacdo de PCR (McClelland, Mathieu-Daudé e
Welsh, 1995). Esta metodologia permite também a obtencdo de ESTs do perfil de
expressao através de RAP-PCR (RNA arbitrarily primed PCR), gerando, com
eficiéncia, mini biblioteca de cDNAs a partir de pequenas quantidades de RNAm
(Dias Neto et al, 1997; Bosch et al, 2000)

O método de exibi¢cao diferencial, de sequéncias diferencialmente expressas
amplificadas randomicamente por PCR (também chamado RADES-PCR), tem sido
utilizado para identificar RNAs que s&o positiva ou negativamente regulados durante

determinada situagao, que pode ser de morte celular programada, tensdes fisicas ou
25



quimicas para a célula, entre outras que irdo induzir, no caso do protozoario,
alteragao de seu repertdrio génico expresso através de regulagéo pos-transcricional
(Murphy e Welburn, 1997; Murphy e Pelle, 1994). Diferentemente de outros métodos
de perfis diferenciais, o RADES utiliza cDNAs como amostras e utiliza as
extremidades fixas, 5’ especifica com mini-exon e/ou 3’ especifica com olido dT de
todos os RNAm de tripanossomas caracterizados.

A abordagem do RNA fingerprinting permite a simultdnea comparagao de um
grande numero de amostras, permitindo o estudo da diferente expresséo de genes
nos parasitos submetidos a diferentes tratamentos em uma grande variedade de
situagdes. O uso de diferentes combinagdes de drogas nao especificas assim como
medicamentos tripanocidas podem identificar novos transcritos e fornecer pistas
sobre a fungao e o papel de sequéncias desconhecidas. Esta estratégia pode assim
revelar novas proteinas e vias metabdlicas, levando a uma melhor compreensao das
doencgas causadas por tripanossomatideos, e eventualmente, para o controle destas,
proporcionando novos alvos potenciais para farmacos tripanocidas (Mathieu-Daudé
et al, 1998).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

> ldentificar, em um tripanossomatideo heteroxénico e outro monoxénico,
os transcritos de genes mais expressos durante uma tensdo fisico-

quimica.

2.2 Objetivos Especificos

> Definir a condigdo de cultivo necessaria para os agentes quimicos e

fisicos induzirem tensao.

> Otimizar a metodologia de RNA fingerprinting para a obtengao de

fragmentos génicos dos tripanossomatideos em analise.
> Obter e comparar fragmentos génicos transcritos de Blastocrithidia
culicis e do clone referéncia T. cruzi CL-Brener, em condigdes normais

de cultivo e sob tensao fisico-quimica.

> Clonar e sequenciar os fragmentos génicos obtidos por RNA

fingerprinting, e identificar os genes codificados por busca BLAST.
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3 - Materiais e Métodos

3.1 - Cultivo dos tripanossomatideos:

Foram cultivadas células na forma epimastigotas da espécie heteroxénica
Trypanosoma cruzi clone CL-Brener, (CP-IOC-005), e da espécie monoxénica
Blastocrithidia culicis (CP-I0C-041), ambas da colegdo de protozoarios do Instituto

Oswaldo Cruz.

3.1.1 - Meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion):

A espécie T. cruzi CL-Brener, ja cultivada no Laboratério Interdisciplinar de
Pesquisas Médicas foi retirada de cultura em meio bifasico agar-sangue NNN (Novy
& McNeal, 1904), a fase sélida contendo 1,5% de agar suplementado com 10% de
sangue de carneiro e meio BHI (Gibco) e mantida em meio BHI suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco) com temperatura de incubagao de 28 °C em
estufa B.O.D., mantida por repiques a cada 7-9 dias. Este meio foi preparado a
partir de 37g de BHI em 1L de agua destilada e autoclavado a 121 °C por 20

minutos.

Ambos os cultivos foram realizados em condicdo padrao de crescimento em
meio BHI (Warren, 1960) suplementado com 10% de SFB estéril, a 28 °C e em
condigdes de tenséo fisica (variagdes de temperatura e exposigédo a luz branca) ou
quimica (alteragdes de pH e adicdo ao meio BHI de agentes quimicos em alta

concentragéo).

Todos os cultivos foram iniciados com 2 x 10° células/mL, tanto a condicao
padrao como as condicdes experimentais de cultivo sob tensdo. Foram realizados
calculos ajustando o volume de meio BHI, SFB e agente quimico para manter

sempre 0 mesmo inéculo inicial.
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3.2 - Estimativa do crescimento in vitro

Para coletar as células antes do inicio da fase log (maximo de crescimento
celular), elaboramos as curvas de crescimento das espécies em estudo. As curvas
das duas espécies iniciaram-se com inoculo de 2 x 108 células/mL de cultura prévia
em meio NNN e passadas para meio BHI com 10% de SFB. A contagem foi iniciada
apenas apos duas passagens das espécies em meio BHI + SFB. As culturas foram
distribuidas em tubos falcon® de 15 mL. O crescimento foi estimado em células/mL,
com contagem em hemocitdbmero de Neubauer (cAmara de Neubauer) a cada 24

horas, em 21 dias consecutivos.

3.3 - Cultivo nas condigoes de tensao fisico-quimicas:

As células das duas espécies, T. cruzi e B. culicis foram submetidas a
condicbes de tensao fisicas e quimicas. Para alcangar os objetivos propostos a
tensdo deveria ser a maxima suportavel pela célula. Assim, com os agentes
quimicos testamos (Tabela 3.1), em placas de polipropileno de 24 pogos, crescentes
concentragcdes dos agentes acrescidos ao meio de cultura BHI suplementados com
soro fetal bovino. Os agentes utilizados neste estudo foram: acido fumarico, acido
maleico, cloreto de sddio, citrato de sodio e uréia (Sigma®) e testados em

concentracdes que variaram de 1mM a 1M.
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Tabela 3.1: Lista dos agentes quimicos adicionados ao meios de cultura BHI para

crescimento das células sob tensdo quimica e suas principais fungdes em células

eucariotas.
Acido Faz parte dos processos de producgéo celular de energia, e é
fumarico produzido pela pele humana durante a exposicao a luz solar.

Acido maleico

Toxico, isdbmero do acido fumarico

Citrato de Estabilizante, minimiza a precipitagdo de proteinas e minerais.
sodio Age como coagulante do sangue em solugdes de glicose
Contém dois elementos, cloro e sodio de alta importancia para o
Cloreto de equilibrio eletrolitico e tonicidade do meio extracelular. Participam
sodio ainda de inumeras reac¢des. Atua na manutencao da tensao
osmoética de sangue e tecidos
Composto formado no figado a partir de aménia produzida pela
Uréi deaminag&o de aminoacidos. Ele € o produto final do catabolismo
réia

de proteinas e constitui aproximadamente a metade do soélido

urinario total

A concentragao para cada agente foi definida como sendo aquela cujo valor

era 0 maximo que as células suportavam no periodo de crescimento observado, isto

€, uma concentracao em que qualquer valor acima as células ndo mais sobreviviam.

Esta concentracao é definida entdo como “maxima tolerada pelas células”

Também submetemos as células a alteragbes de pH. Para alterarmos o pH

do meio BHI que normalmente é pH 7,2, utilizamos HCI 9M para pH 5,0 e 6,0 e

NaOH 10M pH 8,0 e 9,0 e ambas a s células foram cultivadas nestes meios e

observados seus perfis de transcritos. Como tensao fisica as condi¢gdes escolhidas

foram: alteragdes de temperatura para 4 °C, 37 °C, 40 °C e 42 °C, exposigdo a luz

branca e meio BHI sem SFB.

30




Para o controle dos experimentos de cultivo em condi¢gdes de tensdo tanto
fisicas como quimicas, utilizou-se T. cruzi CL-Brener e B. culicis cultivadas em
condigdo normal de crescimento, ou seja, meio BHI suplementado com 10% de SFB

mantidos em estufa 28 °C e sem adi¢ao de agentes quimicos ao meio.
Tensao nutricional:

A condigdo de tensao nutricional controlada foi gerada a partir de um meio
minimo (Avila et al.,1983), ou seja, um meio conhecido de composicdo definida

testado em diferentes cepas de T. cruzi, exceto CL- Brener.

O meio minimo constitui-se dos seguintes componentes: NaCl; KCI;
NaH,P04.H20; MgS04.7H,0; CaCly; cloreto de colina; acido fdlico; glicose; NaHCOs3;
HEPES; EPPS; Vermelho de fenol; estreptomicina; penicilina; Catalase (figado

bovino) nas concentragdes indicadas pelo autor.

3.4 - Extracao de RNA total de T. cruzi e B. culicis:

Apos trés dias (72 horas) de crescimento em cultivo tanto na condigéo padrao
como nas condigdes de tensao fisico-quimica, as células foram coletadas por
centrifugagcdo a 2.500 rpm por 10 minutos a 4 °C e o RNA total foi extraido por
TRIZOL® (Invitrogen), segundo recomendacdes do fabricante. Entre 10° e 10’
células foram lisadas em 1mL de Trizol®. Ap0s a lise, centrifugagao e separagéo das
fases aquosa e organica, o RNA foi precipitado com 0,5 mL de etanol e dissolvido
em 50 pl de H.0 livre de RNases, mantidos em freezer -80 °C até o momento do

uso.

A pureza e integridade do RNA extraido foram definidas pela eletroforese em
gel de agarose a 1%. Foram aplicados 3 pl de RNA total recém extraido, acrescidos
de 10 ul de formamida, incubados por 10 minutos antes de serem aplicados no gel, a
fim de eliminar as estruturas secundarias inerentes ao RNA e melhorar a

visualizacdo do mesmo.
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3.5 - Quantificagdo do RNA:

A quantificagcdo do RNA total foi realizada inicialmente por densidade otica
através de espectrofotometria em UV (“Ultrospec 1100 Pro — Amersham
Biosciences”), sendo normalizada por meio de visualizagdo de quantidades
crescentes de RNA total (padrédo) em gel de agarose 1%. O RNA padréo (ou seja, 2
x 10° células/pl crescidas em BHI com 10% de SFB a 28°C por 3 dias) foi
quantificado e este diluido 1:100 e aplicado em quantidades crescentes no gel de
agarose (10 ng, 50 ng, 100 ng, 200 ng, 400 ng, 800 ng, 1000 ng e 2000 ng), com as
amostras de RNA extraidas aplicadas em seguida. Assim, apds coloragdo com
GelRed® (corante que substitui o brometo de etidio) e visualizagdo da intensidade
de coloragdo das bandas podemos inferir e normalizar a quantidade de RNA total
presente apos a extracdo. Isto assegura que a quantidade de RNA total a ser
utiizada na transcricdo reversa seja aproximadamente a mesma para todas as

condi¢cbes experimentais usadas.

3.6 - Selegao dos oligonucleotideos:

Devido a técnica utilizada ser baseada no “RNA fingerprinting” com
amplificacéo através de iniciadores arbitrarios, o cDNA foi produzido com iniciadores
aleatérios (Random primers de 6 nt). Para a amplificagédo por PCR foram testados
diversos oligonucleotideos aleatérios (Tabela 3.2) disponiveis no laboratério. Ao final
da RT-PCR por todos estes iniciadores combinados com o segundo oligonucleotideo
utilizado derivado da sequéncia do mini-exon (5° CGCTATTATTAGAACAGTTTCT
3’), utilizou-se um oligonucleotideo aleatorio (5° TGGAGCAGCAGC 3’), desenhado
com base em sequéncias repetidamente mais encontradas em regides SUTR e
ORFs de Trypanosoma cruzi. Assim, ancoramos todas as sequéncias de genes
amplificados na regido da 5UTR. Este iniciador aleatorio produziu o melhor

fingerprinting de bandas ap6s a RT-PCR visualizada através do gel de agarose.

Os oligonucleotideos foram sintetizados pela empresa Invitrogen® e diluidos
em solug¢ao de TE 1X (10 mM Tris-HCL e 10 mM EDTA pH8,0) a uma concentragao
de 100 pM (solugao estoque) e diluidos em agua ultra pura a uma concentragéo de

10 UM (solugao de trabalho). Os iniciadores utilizados sdo armazenados a -20 °C.
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Tabela 3.2: Lista dos oligonucleotideos arbitrarios testados:

A1 5" ACACAGAGGT 3'

A2 5 GTCTACGGCA 3

A3 5" ATGCTGTATG 3

A4 5" TCGGTCATAC 3

Ta1 5 TTTTTTTTTTTTTTTA 3

Ta2 5 TTTTTTTTTTTTTTTG 3'

Ta3 5 TTTTTTTTTTTTTTTC 3

T3 5 GCAATTAACCCTCACTAAAGG 3

T7 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

SP6 5 ATTTAGGTGACACTATAG 3
M13 F 5 GTAAAACGACGGCCAG 3
M13 R 5 CAGGAAACAGCTATGAC 3

M13 (-21) 5 TGTAAAACGACGGCCAGT &

Tc-Ale 5 TGGAGCAGCAGC 3’

3.7 - Transcricao Reversa e PCR (RT-PCR):

A reagao de transcri¢cao reversa foi realizada com quantidades normalizadas
de RNA total, sendo a sintese da primeira fita feita com iniciadores aleatérios de 6
bases (hexameros). Os cDNAs gerados foram amplificados com oligonucleotideo
derivado de mini-exon (20 bases centrais) e um oligonucleotideo aleatério de 12
bases (5 TGGAGCAGCAGC 3’), o qual foi selecionado por apresentar um melhor
perfil de fragmentos, apds uma série de testes com outros iniciadores arbitrarios.

Foram avaliados os seguintes parametros com os oligos utilizados: concentragéo de

Mg”, temperatura de hibridacido e quantidade de cDNA.

A reagao de RT acoplada a PCR ficou entdo assim definida para ambas as

espécies sob condi¢des padrao e experimentais de cultivo:
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Transcricao Reversa:

A 2 ug de RNA total (1 a 10 pl), iniciadores aleatérios de 6 bases(Invitrogen®)
10uM (2ul) e H20 séao incubados a 65 °C por 5 minutos., depois adicionados a
mistura com deoxinucleotideos (dNTPs-Roche) 5 mM (1 ul), DTT 0,1 M (2 pl),
enzima transcriptase reversa (M-MLV) 200 U/ul (1 ul) e Tampao 5X (4 ul) e

novamente incubados a 37 °C por 1 hora.

Como controle negativo da reacédo, foi adicionado mais um tubo especifico
onde néo foi adicionada a enzima RT M-MLV. Apés a produgédo do cDNA o mesmo

foi estocado a -80 °C até a realizacio da técnica de PCR.
PCR:

A 2 pl de cDNA foram adicionados a H,O ultra-pura (36,8 ul), Tampéo 10X (5
pl), MgCl; 50 mM (2 pl), dNTP 5 mM (2 ul), enzima Taq polimerase 5 U/ul (0,2 pl),
com primers Mini-exon 2 (5" CGCTATTATTAGAACAGTTTCT 3’) e Tc-Ale, aleatério
(5 TGGAGCAGCAGC 3’) a 10 uM (1 ul), resultando assim em um volume final de 50

pl de reacéao.

A amplificagdo ocorreu em termociclador “GeneAmp PCR System 9700”
(Applied Biosystems) conforme programacao iniciada com uma pré-desnaturagéo a
94 °C por 5 minutos., depois seguida por 35 ciclos que compreendem a
desnaturagéo a 96 °C por 10s, hibridagdo a 46 °C por 30 s e a extensdo a 72 °C por

30 s, seguido de extensao final a 72 °C por 7 minutos.

Os fragmentos amplificados foram revelados com aliquotas de 2 ul, aplicados
em gel de agarose 1,5% imerso em tampao TBE 0,5X (Tris base 89 mM, acido
borico 89 mM e EDTA 2 mM) corados com Gel Red. Os resultados foram
visualizados por transiluminagdo com luz ultravioleta e registrados digitalmente com

o auxilio do sistema de fotodocumentagédo de imagem de gel (Bio-Rad®).

34



3.8 - Preparo de células competentes:

A preparacao de células competentes foi realizada utilizando o protocolo de

cloreto de calcio segundo Sambrook et al (1989).

A metodologia foi iniciada com uma semeadura da cultura de Escherichia coli
linhagem TOP10 (Invitrogen®) em placa contendo LB (“Luria-Bertani”) adicionado de
20% de agar, sem antibiotico, com crescimento durante 18 horas a 37 °C. Uma
colbénia foi retirada e transferida para um erlemeyer de 200 mL contendo LB liquido
sem antibidtico, com forte agitagéo a 37 °C . Depois de 1h foi iniciada a quantificagéo
por leitura D.O. a 550 nm em espectrofotometria, e depois, em intervalos de 20 - 30
minutos até chegar ao valor de D.O. = 0.5 (fase log). A cultura foi incubada em
banho de gelo por 10 minutos e centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos em tubos
cobnicos de 50 mL estéril. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspenso cuidadosamente com 25 mL de CaCl, estéril a 100 mM. Uma nova
centrifugacéo foi realizada por 10 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspenso, cuidadosamente, em 25 mL de CaCl, estéril a
100 mM. Uma nova centrifugagao foi realizada por 10 minutos a 4000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e novamente o pellet foi ressuspenso, cuidadosamente,
em 2 mL de CaCl; estéril a 100 mM acrescido de 20% de Glicerol 100%. Foram
feitas aliquotas de 100 yL em tubos eppendorf de 1,5 mL mantendo-as no gelo. Em
seguida, as células foram submetidas ao choque térmico com nitrogénio liquido ou

gelo seco em alcool por 1 minuto, e rapidamente estocadas em freezer -80 °C.

Com a finalidade de testar a competéncia dessas células, inoculou-se
uma aliquota das colbnias bacteriana em 5 mL de meio de cultura LB acrescido do
antibiotico seletivo para o plasmideo utilizado (ampicilina 100 mg/mL), e foi realizada

uma reagao de transformagé&o com o plasmideo controle (PUC19).
3.9 - Clonagem:

Os produtos de PCR das condigbes de estresse (4 °C, 42°C , luz fluorescente
branca, meio BHI sem SFB, pH 5,0 e pH 9,0) das duas espécies cultivadas foram

ligados ao vetor de clonagem TOPO-TA kit Invitrogen® (Fig. 3.1).
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Figura 3.1: Mapa ilustrativo do vetor plasmidial pCR 2.1 —TOPO® utilizado na

clonagem dos fragmentos obtidos.

A ligacao foi realizada com 4 ul de produto de RT-PCR fresco com 1 ul de
solucao salina e 1 yl do vetor TOPO em um volume final de 6 pl, conforme indicado

pelo fabricante.

Depois de homogeneizada a mistura em pequenos tubos, deixamos 30
minutos a temperatura ambiente. Apds colocadas no gelo as ligagdes, tubos de 100

Ml de células competentes (E. coli) foram retirados e descongelados no gelo.

Em seguida foram adicionados 2 pl da ligagdo a cada 100 pl de células
competentes. A transformacdo foi realizada através de choque térmico. Este
consistiu em uma incubagao de 30 minutos no gelo, seguido do choque térmico a

42°C por 1 minuto e por fim mais 5 minutos no gelo.

Logo apéds, completamos os tubos para 1 mL de meio LB liquido sem
antibiotico e estes ficaram 1 hora no shaker a 37 °C (150 rpm). Apds retirados, os

tubos foram centrifugados por 5 minutos a 10.000 rpm. Em seguida, excluiu-se o
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sobrenadante e o pellet foi ressuspendido gentiimente com micropipeta em 200 mL
de meio LB liquido sem ampicilina. Por fim, foi adicionado 100 yl em cada placa de
petri estéril e semeados com pérolas de vidro até completo espalhamento. As placas
foram recém preparadas com LB-agar acrescido de ampicilina a 100 ug/ mL e
depois plaqueadas com 40 ul de X-Gal a 20 mg/ mL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosideo). As placas ficaram overnight (de 12 a 18 horas) a 37 °C em

estufa bacterioldgica.

No dia seguinte as colbnias brancas foram coletadas, com palitos ou
ponteiras estéreis, e levadas diretamente para a reacdo de PCR colénia ou

congelados.

3.10 - PCR colénia:
Os plasmideos foram extraidos pela técnica de PCR colbnia.

Através da amplificacdo em cadeia da polimerase com primers especificos
para regides do plasmideo M13 Foward (5° GTA AAA CGA CGG CCAG 3') e M13
Reverse (5 CAG GAA ACA GCT ATG AC 3’) conseguimos obter o isolamento do
inserto clonado e a concomitante amplificagao deste.

A técnica consiste em adicionar cada clone obtido das placas de clonagem
em 9ul de agua. Apds esta primeira etapa, € preparada a mistura de PCR com 29 yl
de H;O ultra-pura, 5 ul de Tampéo 10X, 1,5 pyl de MgCl, 50 mM, 2 pl de dNTPs a 5
mM, 0,5 yl de Taqg polimerase a 5U/ul e 1 de cada primer M13F e M13R a 10 uM,

em volume final de 40 pl.

O seguinte regime térmico foi utilizado: 95 °C por 5 minutos inicialmente e 40
ciclos de 95°C por 1 minuto, 55 °C por 1,5 minuto e 72°C por 1 minuto, com uma

extenséo final de 72 °C por 5 minutos.

Ao fim da reagéo visualizamos os produtos em gel de agarose 1,5%, corado e
visualizado para verificagdo da amplificacdo e da qualidade da clonagem, podendo
verificar o tamanho do inserto que conseguimos inserir no plasmideo durante a
clonagem, quando comparado com a amplificagdo de coldnia azul sem o inserto, ou

seja, somente com o plasmideo.
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3.11 - Sequenciamento:

As reagdes de sequenciamento foram realizadas com o ABI PrimTM Dye

Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

Na reacdo utilizamos 2 ul do produto de PCR colénia, e adicionamos os
reagente “Sequencing Buffer 5X” e “Big Dye Terminator v 3.1”. Foi utilizado apenas
um dos primers M13F (5° GTA AAA CGA CGG CCAG 3’) ou M13R (5 CAG GAA
ACA GCT ATG AC 3), (na concentragdo de 3,2 uM) para o sequenciamento dos

clones devido ao carater de “screnning” de sequéncias proposto pelo projeto.

A reacéo seguiu-se no termociclador Master Cycler gradient (Eppendorf®),
conforme a seguinte programagdo: 94 °C por 10 s, 50 °C por 5 s e 60 °C por 4

minutos, por 40 ciclos.

As etapas seguintes de precipitacdo e sequenciamento foram realizadas pelo
servico de sequenciamento da Plataforma de Sequenciamento de DNA
PDTIS/FIOCRUZ, no sequienciador “Applied Biosystems ABI 3730 48-Capilar” (Otto
et al, 2007).

3.12 - Andlise das sequéncias obtidas:

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

Foi realizada a busca por similaridades de sequencias (EST/cDNA)
encontradas com as sequéncias genémicas ja depositadas e disponiveis no banco
de dados, por meio da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) no

banco de sequéncias do NCBI (www.ncbi.nmL.nih.gov)
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4 - Resultados

4.1 - Definicdo da condicao de cultivo necessaria para os agentes quimicos e

fisicos induzirem tensao

Apos acompanhar o crescimento das formas epimastigotas de Trypanosoma

cruzi e Blastocrithidia culicis em meio BHI suplementado com 10% de SFB

elaboramos as respectivas curvas de crescimento. (Fig. 4.1 A,B).
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Figura 4.1: Curvas de crescimento de formas epimastigotas de (A) T. cruzi e (B) B.

culicis. Crescimento em meio BHI suplementado com 10% de SFB por 12 dias e

indculo incial de 2x106 células/mL.
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Apesar da diferenca de metabolismo das duas espécies, definimos que as
células seriam coletadas ap6s 72 horas de crescimento, como referéncia para
andlise de transcritos em condicdes padrdao de tensdo. O tempo de coleta foi
definido no inicio do maximo crescimento celular para nao ocorrer interferéncia de

fatores de estresse naturais do cultivo in vitro (e.g. consumo de nutrientes).

As células foram assim submetidas as tensbes definidas na Tabela 4.1 e
observado o seu crescimento por microscépio invertido e sob lamina e laminula por

microscopia oOptica.

Comparando o crescimento das duas espécies nas condicbes de tensao
conseguimos detectar comportamentos distintos principalmente mediante alteragao
de temperatura. B. culicis manteve o crescimento com baixa taxa de multiplicacéo a
baixas temperaturas, como observado a 4 °C, e ndo suportou temperaturas mais
elevadas, como por exemplo a 37 °C. Por outro lado, as células de T. cruzi
apresentaram comportamento distinto, pois ndo suportaram a baixa temperatura (4
°C), mas cresceram bem a 37 °C. E as células de ambas ndo sobrevivem ao cultivo

a temperatura de 42 °C.

Quanto a alteracdo de pH do meio BHI padrao observou-se que B. culicis
parece suportar mais o meio acido que T. cruzi. Da mesma forma que em estresse
nutricional (Meio Minimo) a espécie monoxénica B. culicis parece demonstrar maior

resisténcia a falta de nutrientes do meio comparado a Trypanosoma cruzi.

Foram também realizados testes para encontrar a maxima concentragao
suportada por B. culicis para cada agente quimico, ou seja, a concentragao limite
(vida X morte) dos agentes quimicos nas quais o0s protozoarios ainda
sobrevivessem. Os valores das concentragdes para T. cruzi CL-Brener ja estavam

definidos (Ziccardi, 2011) e foram aplicados neste trabalho. (Tabela 4.2)

Ao analisar os valores maximos dos agentes quimicos suportados pelas duas
espécies, T. cruzi mostrou maior resisténcia a concentragdes mais elevadas dos
agentes no meio BHI de crescimento. A excegao foi do acido maleico, onde B. culicis
suportou concentragao maior do agente comparado a T. cruzi e da uréia, na qual

ambos apresentam comportamento semelhante na mesma concentragao (300 mM).
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Tabela 4.1: Condicbes de tensao fisico-quimica impostas as culturas de T. cruzi CL-
Brener e B. culicis, visualizadas ao microscopio optico e comparadas visualmente ao

controle realizado.

T. cruzi B. culicis

Luz branca = <

BHI sem SFB < <

4°C < <

37°C < (0]

40°C 0] O

42°C 0] O

pH 5,0 < <

pH 6,0 < =

pH 8,0 < <

pH 9,0 < <

Meio Minimo < <
(>: maior; <: menor; =: igual; O: auséncia de

crescimento)

Tabela 4.2: Concentragbes maximas dos agentes quimicos suportadas pelas

espécies T. cruzi CL-Brener e B. culicis.

T. cruzi B. culicis
Acido Fumarico 850 mM 500 mM
Acido Maleico 10 mM 25 mM
Citrato de sédio 750 mM 450 mM
Cloreto de Sodio 1,1 M 700 mM
Uréia 300 mM 300 mM
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Com as células dos protozoarios de 3 dias (72 horas) de crescimento em
cada condigdo de tensdo, extraimos o RNA total (Fig. 4.2) e verificamos a
integridade destes RNAs por eletroforese em gel de agarose 1%. Na analise deste
gel observamos que os RNAs estavam integros e que a extragao foi realizada de
forma a isolar o RNA satisfatoriamente. Dada a diferenca de tamanho do RNA
ribossomal entre estas espécies, o perfil de migragdo do RNA total no gel de

agarose apresenta variagao.

PM RNA BC RNATC
—www— T =

600 pb

Figura 4.2: Gel de agarose 1% de perfil diferencial de RNA total das duas espécies,

T. cruzi e B. culicis. (PM (100pb) — peso molecular; BC — B. culicis; TC — T. cruzi)

4.2 - Otimizagao da metodologia de RNA fingerprinting

A fim de adaptar a metodologia descrita por Welsh e colaboradores (1992)
aos propositos do trabalho, foram realizados diversos testes de transcrigao reversa

seguido de amplificagdo por PCR.

Na busca pelo melhor perfil de fragmentos amplificados com os iniciadores
utilizados, testamos a melhor forma de obter o cDNA, se a partir de oligo dT

(ancorando assim os fragmentos na cauda poli-A dos RNAm) ou com hexameros
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aleatérios (gerando fragmentos diversificados de todo o RNA) (Fig. 4.3). Por
apresentar, ao final, um perfil com fragmentos (bandas) mais discriminados e em
maior numero, optamos pela utilizacdo dos hexameros aleatérios na obtencdo do
cDNA.

Para a selecao dos iniciadores para PCR apds a transcrigcao reversa, foram
testados oligonucleotideos arbitrarios disponiveis no Laboratorio Interdisciplinar de
Pesquisas Médicas (LipMed). Estes iniciadores foram combinados com o iniciador
derivado da sequencia conservada do Mini-exon (ME2) (Fig. 4.4) ou com

oligonucleotideos dTs ancorados (Ta1, Ta2, Ta3) (Fig. 4.5).

Figura 4.3: Gel de agarose 1,5% da RT-PCR do teste de diferentes combinagdes de
oligonucleotideos arbitrarios com o iniciador Mini-Exon 2 (ME2). PM 100pb: peso
molecular; 1-4: cDNAs gerados com oligo dT; 6-9: cDNAs gerados com Random
primers; 1 e 6: ME2 + A1,2e7: ME2 + A2,3e 8 ME2 +A3,4e9: ME2 + A4, 5¢e

10: Controle negativo RT. (oligonucleotideos utilizados: vide tabela 3.2)
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Figura 4.4: Gel de agarose 1,5% de produtos de RT-PCR de testes de combinagdes
de oligonucleotideos arbitrarios com iniciador Mini-Exon 2 (ME2), tanto com cDNAs
gerados por oligo dT como com hexameros aleatérios (Random primers). PM 100pb:
peso molecular, ME2 + 1: T7, 2: T6, 3: SP6, 4. M13F, 5: M13R, 6: M13 -17, 7: A1, 8:
A4, 9: Controle negativo RT e 10: Controle negativo PCR.

Oligo dT Random Primers
1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 12 34 56 7 89 1011 12 A BCD

Figura 4.5: Gel de agarose 1,5% dos produtos de RT-PCR dos testes de
combinagdes de oligonucleotideos arbitrarios com o iniciadores dT ancorados. PM
100pb: peso molecular; 1-4: Ta1l + (A1, A2, A3, A4); 5-8: Ta2 + (A1, A2, A3, A4); 9-
12: Ta3 + (A1, A2, A3, A4); A: Controle negativo RT com oligo dT; B: Controle
negativo PCR; C: Controle negativo RT com hexameros aleatérios (Random

primers); D: Controle negativo PCR.
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Com a definicdo de cDNAs gerados a partir de hexadmeos aleatérios e a
utilizagao do iniciador derivado de Mini-Exon (ME2) como um dos oligonucleotideos
utilizados, foi iniciada a otimizacao da amplificacdo por PCR. No teste de diferentes
temperaturas de hibridagdo optamos por 46°C, que ao configurar uma reagdo de
baixa estringéncia propiciou um maior numero de fragmentos (Fig. 4.6). Ao final
desta etapa de otimizagdo, a combinagédo de oligonucleotideos que se revelou mais
adequada nesta temperatura foi do Mini-exon (ME2) com um iniciador aleatério
desenhado a partir de repeticdo de triplets mais encontrados em regides 5’UTR de
T. cruzi. (Tc-Ale).

46°C 50°C
PM 1 2 Rl B 7 e C t | 3 4 S5 6.7 3 FM
——-
”n e

Figura 4.6: Gel de agarose 1,5% do teste de temperaturas de hibridagdo para RT-
PCR com os diferentes combinagées de oligonucleotideos. PM 100pb: peso
molecular, 1-3: T. cruzi; 4-6: B. culicis; 7 e 8: controles negativos RT e da reagao de
PCR respectivamente. Iniciadores utilizados em combinagdo com ME2: 1 e 4: Tc-
Ale,2e 5: A4, 3 e 6: M13.

Antes da reacdo de transcricdo reversa utilizando os RNAs extraidos para
converté-los em cDNAs, quantificamos os RNAs por normalizagcdo em gel de
agarose 1,5% através de comparagao de intensidade das bandas com quantidades
crescentes de RNA padréo (1000ng) diluido. (Fig. 4.7)
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Figura 4.7: Gel de agarose 1,5% de quantificagdo dos RNAs extraidos nas
condigcbes de tensdo de T. cruzi CL-Brener (PM 100pb — peso molecular; 50, 100,
200, 400, 800,1000, e 2000 nanogramas de RNA padréo; 1-9 RNAs de TC CL-
Brener: Trypanosoma cruzi CL-Brener).

4.3 - Os fragmentos dos transcritos de T. cruzi CL-Brener e B. culicis, em

condi¢gées normais de cultivo e sob tensao fisico-quimica

Na andlise dos géis de agarose com as condi¢gdes de tensdo impostas as
células, (Fig. 4.8 A,B) observamos provaveis diferengcas nos grupos de genes
transcritos (bandas com fragmentos amplificados) nas tensdes fisicas (temperaturas,

luz branca) e nas quimicas (pH alterado e agentes quimicos).

Também foi possivel visualizar que fragmentos (de um ou mais genes)
apresentam bandas mais fortes quando comparados com o controle (crescimento
padrdo) e outros como bandas que desaparecem em determinada condigdo de
tensdo. Estas diferengas de intensidade sugerem um impacto de tensao distinto no

processo transcricional destes genes.

A RT-PCR gerou preferencialmente as extremidades transcritas e n&o
traduzidas dos genes (5' UTR), as quais foram sequenciados indistintamente. Com
este procedimento, esperavamos detectar genes que poderiam ter os sitios de trans

splicing alterados pelos efeitos da tenséo fisico-quimica.

Assim responderemos a questdo proposta inicialmente: quais genes
respondem em niveis elevados a cada condicdo de tensdo imposta as células em
meio de cultura.
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PM_ Pad MM LUZ 4°C 37°C 40°C S/ pH pH pH pH AF AM NaCl URE PM
SFB 5,0 6,0 8,0 9,0

300pb

PM Pad MM LUZ 4C 37°C 40°C S/ pH pH pH pH AF AM NaCl URE CS C- PM
SFB 50 6,0 8,0 9,0 PCR

Figura 4.8 - A: Gel de agarose 1,5% dos produtos de RT-PCR da espécie T. cruzi
clone CL-Brener submetida a tensbées fisicas, quimicas e nutricional. B: Gel de
Agarose 1,5% dos produtos de RT-PCR da espécie B. culicis submetida a tensdes
fisicas, quimicas e nutricional (Pad: condicdo padrdao; MM: Meio Minimo; LUZ: luz
branca; SISFB: Meio BHI sem Soro Fetal Bovino; AF: Acido Fumarico; AM: Acido
Maleico; URE: Uréia; CS: Citrato de Sédio; PM 100pb: Peso Molecular).

Apods a clonagem e a obtencédo dos clones foi realizada a técnica de PCR
colénia para extracéo do plasmideo. Através de gel de agarose a 1,5% conferimos a
eficiéncia da reagéo de PCR colbnia observando a presenga ou néo de inserto nos
plasmideos amplificados pela diferenga de pares de bases entre o plasmideo com
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inserto (Fig. 4.9) e o plasmideo controle sem o inserto. Nesta figura ja podemos

observar a presenga de fragmentos (insertos) de diferentes tamanhos (de 300 a 700
pb).

700pb

300pb

Figura 4.9: Gel de agarose 1,5% dos produtos da PCR col6nia de seis clones. (PM:
peso molecular; 1-5: clones com fragmentos de diferentes tamanhos obtidos de
condicdo padrao de crescimento de T. cruzi CL-Brener; 6: clone controle sem

inserto, somente plasmideo com aproximadamente 200pb)

Tais fragmentos foram levados diretamente ao sequenciamento.

Foram sequenciados 1.041 clones diretamente do produto de PCR colbnia,
gerando ao final da edigdo e alinhamento, um total de 722 sequéncias das duas
espécies, T. cruzi CL-Brener e B. culicis sob condi¢gdes de tensédo e da espécie B.

culicis também em condi¢ao padrao de crescimento.

Obtivemos sequéncias de 278 clones de RT-PCR da espécie T. cruzi CL-
Brener, sendo 6 na condicdo de meio BHI sem SFB, 38 na condicido de luz branca
fluorescente, 61 em estresse nutricional do meio minimo, 46 a 42°C e 37 a 4°C,

extremos de temperatura, 20 em cada extremo de pH 5,0 e pH 9,0 e por fim 50 em
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presenca de Uréia no meio (representando os agentes quimicos testados na maxima

concentracdo suportada) (Fig. 4.10).

No caso de B. culicis, foram obtidas 316 sequéncias de fragmentos de RT-
PCR clonados das condi¢gdes de tenséao utilizadas. No total foram 30 na condi¢ao de
meio BHI sem SFB, 22 na luz branca, 73 em estresse nutricional no Meio minimo, 22
a 42°C e 39 a 4°C, 43 em pH 5,0 e 47 em pH 9,0 e finalmente 40 em presenca de

uréia no meio (Fig. 4.11).

Também foram obtidas 128 sequéncias de B. culicis em condigdo padrao de
crescimento, como parametro de comparagdo com as condicbes de estresse e
também como geracdo de ESTs de uma espécie monoxénica que possui ainda

pouca informagao depositada em banco de dados.

4oC B BHIs/SFB
13% oH5,0

42°C

LUz
5 MM
4200
mdoC
MM 0
2% HpH5,0

Wz BHI 5/ SFB pH3.0

14% 2% URE

Figura 4.10: Porcentagem de clones sequenciados a partir dos fragmentos
amplificados por RT-PCR com inciador arbitrario de T. cruzi CL-Brener obtidos de

cada condicao de tenséo fisica e quimica (Total: 278).
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Figura 4.11: Porcentagem de clones sequenciados a partir dos fragmentos
amplificados por RT-PCR com inicador arbitrario de B. culicis obtidos em cada

condicdo de tensao fisica e quimica. (Total: 316)

4.4 - Identificagao dos genes codificados por busca BLAST.

Apods o alinhamento das sequéncias das duas espécies, foram feitas buscas
de identificagdo destas por BLAST (NCBI).

As tabelas com a listagem de todos os genes encontram-se em anexo.

Ao final, obtivemos um total de 182 sequencias identificadas no banco de
dados (72 genes sem a redundancia) e 96 sequencias identificadas como genes
hipotéticos presentes no genoma de T. cruzi CL-Brener. Ao classificar o total de
genes obtidos, observou-se que 48,5% desses estdo relacionados a funcdes
estruturais na célula do protozoario, enquanto o metabolismo (7,9%), transporte
celular (5,4%), regulagao da expressao génica (2,9%) e sintese de proteinas (0,4%)
representam apenas 17,3% da transcri¢gao revelada. A outra grande parte dos genes

(34,5%) foram identificados como proteinas hipotéticas de T. cruzi. (Fig. 4.12)

50



m Estrutural
Metabolismo Celular
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Figura 4.12: Classificacdo funcional das ESTs de T. cruzi CL-Brener mostrando a
propor¢cédo de genes encontrados com a metodologia utilizada, de acordo com a sua
possivel fungdo biologica. Um total de 278 ESTs foram classificadas em 6

categorias.

Os principais genes detectados foram de superficie celular, como mucinas,
trans-sialidases, gp85, gp63 e TASV-C. Além de, em menor quantidade,
encontrarmos genes regulatérios da expressao génica como a proteina ligadora de

RNA Pumillio, e pequenas ribonucleoproteinas nucleares.

Para a espécie monoxénica B. culicis foram obtidas 316 sequéncias, das
quais 180 nao foram identificadas em banco de dados por ndo haver ainda
sequéncias gendmicas disponiveis desta espécie e nem informagdes de transcritos
(ESTs). Por tal motivo, denominamos neste trabalho estas sequéncias encontradas

de BcHp (Blastocrithidia culicis proteina hipotética).

Do total sequéncias de B. culicis 98 foram identificadas apresentando
similaridade com genes de T. cruzi CL-Brener e as demais 38 mostraram alguma
semelhanga com sequéncias contidas em cromossomos (ndo mapeamos o gene) de

outros tripanossomatideos como espécies de Leishmania sp.

Estas sequéncias que apresentaram similaridade com sequéncia de genes de
outros tripanossomatideos foram selecionadas de acordo com critério de E-value a

partir de 10E-3 e cobertura acima de 25%.

51



W Transcritossem
identificagao (BcHp)

W Transcritossimilaresa
genesde T. cruzi

B Transcritos similares
genesem outros
tripanossomatideos

Figura 4.13: Classificacdo das ESTs geradas de B. culicis. Um total de 316 ESTs

foram divididas em 3 categorias, conforme a identificacdo em banco de dados.

Apos exclusdo das sequéncias redundantes obtivemos 79 diferentes
sequéncias de B. culicis nas condi¢cdes de tensao utilizadas, e destas, apenas 16
também foram encontradas no grupo de sequéncias obtidas do protozoario na
condicao padrao de crescimento (37 sequéncias sem redundancia, do total de 129
editadas e alinhadas) (Fig. 4.13).

A grande maioria das sequéncias geradas para B. culicis ndo foram
identificadas, ou seja, possivelmente nao possuem similaridade com outros
tripanossomatideos. Observamos também a presenga de grande parte dos
principais genes encontrados em T. cruzi, como mucinas (maioria), TASV antigeno
de superficie, gp63 e serina carboxipeptidase. Isto € um indicativo de que B. culicis

pode apresentar muitos genes especificos.

Das sequéncias obtidas de B. culicis sob diferentes tensbes, apenas 30%

mostraram similaridade com genes de T. cruzi CL-Brener.

Ao sequenciar cDNAs amplificados de fragmentos de RT-PCR obtidos com
oligonucleotideo derivado da sequéncia conservada do mini-exon de 39 nt (no caso
22 bases centrais: ME2. (5 CGCTATTATTAGAACAGTTTCT 3’) ancoramos todas as
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sequéncias obtidas na regido 5 do RNA. Consequentemente, seria possivel

determinar o inicio da 5'UTR de cada gene cujo transcrito foi detectado.

Com isso observamos que apesar de conservado entre as espécies de
tripanossomatideos, o mini-exon apresenta em B. culicis mutagcbes em sua
sequéncia, principalmente nas suas 8 bases finais (5 CTATATTG 3’ alterada para 5’
CTTTAAAG 3’). Assim, nas sequéncias de B. culicis foram encontradas as duas
variagbes da sequéncia de mini-exon, a caracteristica de T. cruzi e outra, ainda n&o
descrita e nem depositada em banco de dados (5 CTTTAAAG 3’) .

Ao comparar as sequéncias obtidas apds edicdo e alinhamento dos
fragmentos clonados, observamos que 17 genes eram transcritos
concomitantemente nas duas espécies, T. cruzi e B. culicis. Nove genes
apresentaram sitios de trans splicing adicionais em condigdes de tenséo, sendo que
quatro deles aparecem nas duas espécies, quatro apenas em T. cruzi CL-Brener e

um em B. culicis em condigédo padrdo de crescimento (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Lista de genes cujos transcritos foram detectados em T. cruzi e B. culicis
nas condi¢des de tenséo fisicas, quimicas e nutricionais. (genes em comum). (TS:

trans splicing)

o Acesso Tensdo Tensdo ) S_':ItIO_s
Identificagao GenBank adicionais de
T. cruzi B. culicis Trans splicing

MM; URE; 42°C; BHI; MM; 4°C,

Mucina 2 o o BC.(4°C, BHI),
. XM_814040.1 4°C;LUZ;pH  42°C; LUZ; pH 5
T. cruzi CL 5,0; pH 9,0 90 TC (42°C, MM)
Mucina
XM_806542.1 URE MM; 4°C; 42°C

T. cruzi CL
Ptn mucina-like ] 4°C; 42°C; LUZ;

T cruzi CL AF036450.1 URE; pH 5,0 pH 9,0

. . 42°C; URE

Ptn mucina-like AF036441.1 4°C TC URE

T. cruzi CL
Ptn Hipotética 30 MM; pH 5,0, . 40

T. cruzi CL XM_801496.1 LUZ: URE BHI; 4°C TC URE
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Serina

carboxipeptidase

T.cruzi CL

Antigeno de
superficie TASV-
C T. cruzi CL

Antigeno de
superficie TASV-
C T. cruziCL

GP63 T. cruzi

Ptn hipotética 10
T. cruzi CL

Ptn hipotética 12
T. cruzi CL

Ptn hipotética 1
T. cruzi CL

Ptn hipotética 24
T. cruzi CL

Ptn hipotética 28
T. cruzi CL

Ptn hipotética 3
T. cruzi CL

Ptn hipotética
T. cruzi CL

Ptn hipotética
T. cruzi CL

XM_797910.1

AM492204.1

XM_804326.1

XM_802023.1

XM_811864.1

XM_802330.1

XM_810829.1

XM_812957 .1

XM_814408.1

XM_813454.1

XM_813614.1

XM_805338.1

MM; URE

MM; LUZ; 42°C;
4°C; pH 5,0

URE; S/SFB; pH
5,0; 42°C; MM

pH 9,0; LUZ;
4°C

MM

URE; MM; 42°C;
pH 5,0

MM; LUZ; 4°C,
URE

MM; 4°C; 42°C;
pH 5,0; pH 9,0

4°C; 42°C; URE

MM; 42°C,

URE

URE; MM

BHI; MM; pH 9,0

4°C

BHI; MM; pH
9,0; LUZ; 42°C

42°C

MM

BHI; 4°C; 42°C;
pH 9,0; LUZ

4°C

MM; pH 9,0

4°C

pH 9,0

pH 9,0

pH 9,0

TC LUZ

BC (BHI, MM,
pH 9);
TC (URE, BHI
SISFB, 42°C, pH
5,0)

TCpH90e
BC 42°C

TC MM

BC BHI

Sitios add de TS
(4) em todos
(excetoem TC
MM e BC pH
9,0)

Ao comparar os genes transcritos (porcentagem de sequéncias obtidas) e
identificados nas duas espécies em cada condicdo de tensdo a qual estas foram
submetidas, vemos que na condi¢do de tensdo de crescimento em meio BHI sem

acréscimo de SFB (Fig. 4.14) T. cruzi CL-Brener apresentou maior quantidade do
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gene da proteina de superficie TASV-C2, enquanto em B. culicis a sequéncia BcHp

9 foi largamente encontrada.

Na condi¢ao de crescimento em tensao com incidéncia de luz fluorescente
branca (Fig. 4.15), o gene mais observado em T. cruzi foi a sequéncia da proteina
hipotética 1, seguida do antigeno de superficie TASV-C2. Ja em B. culicis

destacaram-se o0 gene de mucina e duas sequéncias hipotéticas, BcHp 11 e BcHp 7.

Com a condigéo de tensao de estresse nutricional no Meio minimo (Fig. 4.16),
encontramos em T. cruzi alta porcentagem de duas cdpias do gene da mucina
seguida de serina carboxipeptidase. Em B. culicis na mesma condicdo observamos

predominancia de BcHp 2.

Na tensdo induzida pelo crescimento a 42°C (Fig. 4.17) T. cruzi apresentou
maior quantidade de duas copias do gene da mucina, da mesma forma que em B.
culicis o gene da mucina apresentou mais transcritos. Ao crescer a 4°C (Fig. 4.18),
T. cruzi apresentou maior quantidade da proteina ribossomal 60S, proteina
hipotética 28 e da coépia 3 de TASV-C2, enquanto em B. culicis, foi visto a

predominancia do gene da mucina mais uma vez.

Na condi¢cdo de crescimento com alteragdo do pH do meio BHI para pH 5,0
(Fig. 4.19), observamos em T. cruzi a presenga em maior quantidade do gene da
proteina pré-translocamento e da cépia 2 da mucina. Em B. culicis na mesma
condigdo encontramos alta quantidade da sequéncia BcHp 9. Ao modificarmos o pH
do meio para o outro extremo, pH 9,0 (Fig. 4.20), T. cruzi apresentou igual
quantidade de proteina hipotética 24, cépia 4 da trans sialidase, copia 1 da mucina e

gp63 copia 2. Em B.culicis o gene da mucina foi predominante.

Na ultima condigdo de tensdo testada, com adigcdo de uréia ao meio na
concentracédo de 300mM (Fig. 4.21), observamos em T. cruzi mais sequéncias da
proteina hipotética 28, de mucinas (duas copias diferentes) e serina

carboxipeptidase. Em B. culicis destacaram-se dois genes, BcHp 9 e BcHp 11.
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Figura 4.14: Porcentagem de sequéncias de genes transcritos (identificados por
busca BLAST- NCBI) na condigao de tensdo do meio BHI sem SFB. A — T. cruzi CL-

Brener; B — B. culicis (BcHp: sequéncia hipotética de B. culicis)



Trans sialidase 6
Trans sialidase 5
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Figura 4.15: Porcentagem de sequéncias de genes transcritos na condigdo de
tensdo de incidéncia de luz fluorescente branca. A — T. cruzi CL-Brener; B — B.

culicis
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Figura 4.16: Porcentagem de sequéncias de genes transcritos na condicdo de
tens&o nutricional imposta pelo crescimento em Meio Minimo (Avila et al, 1983). A —

T. cruzi CL-Brener; B — B. culicis.
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Figura 4.17: Porcentagem de sequéncias de genes transcritos na condigdo de

tensdo de crescimento a 42°C. A — T. cruzi CL-Brener; B — B. culicis.
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Figura 4.18: Porcentagem de sequéncias de genes transcritos na condigdo de

tensdo de crescimento a 4°C. A — T. cruzi CL-Brener; B — B. culicis.
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Figura 4.19: Porcentagem de sequéncias de genes transcritos na condigdo de

tensdo de meio BHI com pH alterado para 5,0. A — T. cruzi CL-Brener; B — B. culicis.
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Figura 4.20: Porcentagem de sequéncias de genes transcritos na condigdo de

tensdo de meio BHI com pH 9,0. A — T. cruzi CL-Brener; B — B. culicis.
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Figura 4.21: Porcentagem de sequéncias de genes transcritos em condigao de
tensdo de crescimento me meio BHI acrescido de Uréia 300mM (maxima
concentragdo suportada pelo tripanosomatideo). A — T. cruzi CL-Brener; B — B.

culicis.
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4.5 — Identificagoes de sitios adicionais de Trans splicing

Ao alinhar as sequéncias, observamos que muitas possuiam variados
tamanhos do mesmo transcrito. Analisando-as como situagbes de uso de sitios
adicionais de trans splicing (sitios AG aceptores da sequéncia do mini-exon), vimos

que a sua ocorréncia tanto em T. cruzi CL-Brener como em B. culicis.

No gene hipotético mostrado na figura 4.22 encontramos diferentes transcritos
gerados a partir do uso pelos protozoarios dos diferentes sitios adicionais de trans

splicing, marcados pelo dinucleotideo AG, aceptor da sequencia do mini-exon.
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10 20 a0 40 50 &0 70 80 a0 100 110 120 130
CTATATTGIATIATTATTGT TATCTTGECTTTTGECTCACAAGARGGT AT TTTTGCGECTCEAATAMACT CCGTARACGCAACCACATTTTGCTGAARCTCCACAGTCAARACATGARGGGTACGARACET
ATTATTAT TG TATT I TGG T T T T GECTCACARGARGET AT T T T TGCEGCTCEAAT RAR - CTCCGTARACGCRACCACAT T TGCTCARACTCCACABTCARRAGAT AARGEGTACARACGT

RRGGTATTTTTGCGGCTCEARTAARACTCCGTAARCGCRACCACATTTTGCTGAARCTCCRCAGT GAARAGATGARGCGTACRARACGT
ARGGTATTTTTGCGECTCEARTARARCT COGTAARCGCAACCACATTTTGCTGAAACT CCACRETCAAMGATCARGCGTAGARACGT

- BRGGTATTTTTGCAGCTCERATRARACT CCGTARACGUARCCACATT TTECTGARRCTCCACAGT GARBAGATEARGEGTAGARACET
BAGGTATTTTTGCGECTCEARTARAR TCCGTARACGCAACCACATTTTGCTEAARCT CCACAGTCAARACAT CARGCCTAGARACGT

-~ BRBGTATTTTTGCT TETCGTATCATACTCCGT TTACACRACCACAT T TTGCTCARACT CCACAGTCARAACATEARGCGTATARACET
GTATTTTTGCGGCTCERATRARACT COGTARACGCAACCACATT T TGCTGARACTCCACAGT GRRRAGATEARGCGTAGARACET
GTATTTTTGCEECTCEARTARARCT CCGTAMACGCAACCACATTTTGCTEAMMCTCC M AGTEAAMACATEARGCETAGARACGT
-G AT T T T T GGG T CERAT AR T TC T CCT TRARCGUARCCACAT T TTGCTERRACTCCACAGTEAARAGATEARGCGTAGARACGT
TCRAARGATGARGCGTAGARACGT

TCARARCATEARGCGTACARRACGT

TGRRRAGATGRRGGETAGRRACET

TCRARACATGARGGETACADACGT

--TGARRACGATCARGEGTACRAACGT

Figura 4.22: Alinhamento de gene hipotético para analise de sitios adicionais de
trans splicing detectados em sequéncias e T. cruzi e B. culicis geradas em
crescimento sob condi¢gbes de tensao fisica, quimica e nutricional. (1. T. cruzi Meio
minimo; 2. B. culicis pH 9,0; 3. T. cruzi 4°C; 4. T. cruzi 42°C; 5. T. cruzi pH 9,0; 6. T.
cruzi pH 5,0; 7. B. culicis Meio Minimo; 8. B. culicis 42 °C; 9. T. cruzi 42 °C; 10. T.
cruzi 4°C; 11. B. culicis pH 9,0; 12. T. cruzi pH 9,0; 13. T. cruzi 42°C; 14. T. cruzi 42
°C; 15. T. cruzi 4 °C) Em amarelo sequéncia final do mini-exon; colunas vermelhas
marcam os sitios AG utilizados e coluna azul realca o codon ATG que marca o inicio
da ORF.
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Oito genes em T. cruzi apresentaram utilizagdo destes diferentes sitios
(Tabela 4.4), enquanto B. culicis variou os transcritos em apenas trés genes (Tabela
4.5).

Tabela 4.4: Identificacdo e caracterizagado dos sitios adicionais de trans splicing em
sequéncias de T. cruzi CL-Brener. Colunas: ldentificagdo do gene por BLAST;
numero de sitios adicionais encontrados na sequéncia de cDNA; condi¢cio de tensao
na qual foi encontrado o cDNA; se € um sitio candnico (AG) ou nao, numero de
copias sequenciadas e a distancia da insercao do mini-exon ao sitio aceptor. (LUZ:

luz branca fluorescente; MM: Meio minimo; URE: Uréia)

N° de Tensio Sitio Sitio N° de Distancia
Gene sitios utilizado copias (nt)
. 0
GP63 2 LUZ; ph 5,0 AG 2 2 48
[o]
Ptn Hipotética 30 2 URE CA 2 1 20
Pretranslocation 2 pH 5,0; 4 °C AG 2° 2 9
protein
. ¢} o]
Ptn hipotética 9 2 pH9,0;42°C AG 2 2 19
2 LUZ AG 2° 1 19

Ptn hipotética 13

pH 5,0; pH 9,0; 4

Ptn hipotética 24 4 °C; 42 °C; MM AG todos 10 35; 38; 100
BHI s/SFB; URE;
surface antigen 3 pH 5,0; LUZ; 42 AG 3° 2 19; 14
TASV-C2 °Cc
oA, [o]
Mucina 2 2 42 °C; MM AG 2 2 5
VATc12 telomere 2 pH 9,0 AG 2° 1 32

ou Ptn hipotetica
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Comparamos as sequéncias de ESTs obtidas nas condi¢cdes de tensao
(alteradas pela utilizagdo de sitios adicionais de trans splicing) com as ESTs do
banco de dados NCBI (dbEST), em sua maioria encontrados sob condigdo padrao
de crescimento (Fig. 4.23). Em cinco dos nove genes que apresentaram sequéncias
distintas por utilizar também outros sitios de trans splicing (Tabela 4.6), nao foi

encontrada nenhuma sequéncia de EST semelhante depositada.

Assim, para as proteinas hipotéticas (4) e para “pretranslocation protein” que
realizaram trans splicing, ndo foram encontradas ESTs semelhantes no banco de

dados (controle).

1- TTGATTGTTGGGCTTACCAGGGCGTTGTTGCTGCCGTCGTCGCCGTCTTTCTCCCTGTCTCTCTCTGT

2- GGCGTTGTTGCTGCCGTCGTCGCCGTCTTTCTCCCTGTCTCTCTCTGT

Figura 4.23: Exemplo de dois diferentes transcritos (ESTs) obtidos pela metodologia
aplicada sob condi¢des de tenséo. Neste caso, para o gene da proteina hipotética
30 (ID: GW883736. 1) apenas foi identificada a sequéncia 1 na condi¢do padrao de
crescimento (dbEST- NCBI), e ndo foram encontrados registros no banco de dados

do transcrito 2 gerado quando a célula foi submetida a condi¢gbes de tensao.

Em B. culicis, ao comparar as sequéncias dos genes que apresentaram
utilizagcdo de sitio adicional de trans splicing nas condigbes de tensdo com as
sequéncias obtidas sob condi¢gao padréo de crescimento (meio BHI com 10% SFB a
28°C), nao foram encontradas sequéncias semelhantes. Ao buscar no banco de
dados de EST por BLAST (dbEST) também nao encontramos ESTs semelhantes

depositadas.
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Tabela 4.5: Identificagdo e caracterizagdo dos sitios adicionais de trans splicing em
sequéncias de B. culicis. Colunas: ldentificagdo do gene por BLAST; numero de
sitios adicionais encontrados na sequéncia de cDNA; condigdo de tensdo na qual foi
encontrado o cDNA; se é um sitio candnico (AG) ou ndo, numero de copias
sequenciadas e a distancia da insergdo do mini-exon ao sitio aceptor. (LUZ: luz

branca fluorescente; MM: Meio minimo; URE: Uréia)

N° = . Sitio N° de Distancia
Gene - Tensao Sitio o -
sitios utilizado  cépias (nt)
BcHp 11 2 URE; pH 5,0; AG 2° 10 24
LUZ;
BHI/ s/SFB
gene TASV-C 26 2 MM; pH 9,0 AG 2° 2 19
(T. cruzi)
Ptn hipotetica 16 4 MM; 42 °C; pH AG todos 3 35; 38; 98
(T. cruzi) 9,0

Nos genes em comum, transcritos pelas duas espécies nas condigbes de

tensdo, quatro deles apresentaram diferentes transcritos.

Com a estratégia utilizada na amplificacdo, pela RT-PCR, de utilizar o
oligonucleotideo do mini-exon, ancoramos os fragmentos na regido 5 do transcrito,
obtendo a 5’UTR e parte da ORF das sequéncias clonadas. Assim, mapeamos a
5UTR dos genes encontrados identificados por BLAST contra o genoma de

Trypanosoma cruzi CL-Brener.

O tamanho das 5’ UTRs foi estimado a partir do final do mini-exon, o qual é
inserido na sequéncia gendmica imediatamente apos o sitio dinucleotidico aceptor
do mini-exon (AG), até o codon de inicio da ORF (ATG). Foram encontradas 5’'UTRs

de diferentes tamanhos, variando entre 10 e 420 nucleotideos.

Nos histogramas abaixo mostramos o tamanho das 5" UTRs das sequéncias
expressas sob tensdo das duas espécies, T. cruzi e B. culicis. Aproximadamente
60% das 5’ UTRs das duas espécies sdo compostas por até 100 nt (Fig. 4.24 A,B).
As maiores 5’UTRs foram observadas, em grande parte, nos genes que realizaram

trans splicing alternativo, segundo nossos resultados e nas condigdes expostas.
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Figura 4.24: Histogramas representando o tamanho em nucleotideos das 5’UTRs
estimadas a partir das sequéncias das células de T. cruzi (A) e B. culicis (B) geradas

sob tensao.
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No exemplo da figura 4.25 mostramos a 5 UTR do gene hipotético de T. cruzi
identificado por BLAST composta por 106 pb, para um gene com um total de 612 pb.
Também observamos possiveis sitios adicionais de trans splicing presentes na

sequéncia desta UTR (3 sitios canbnicos AG).

Sequéncia de cDNA clonado:
TATTATTATTGTTATCTTGGCTTTTGGCTCACAAGAAGGTATTTTTGCGGCTCGA
ATAAAACTCCGTAAACGCAACCACATTTTGCTGAAACTCCACAGTGAAAAGATG
AAGGGTAGAAACGTACTTCTTTTTGCCTTTGT

RNAmM de 612 bp e 5’UTR de 106 pb

1 atgaagggta gaaacgtact tctttttgcc tttgtgctge tgctgaactt geatategtg
61 cctttcgcct ccgcacaatc ctcaccgtcg acgtcggagc acattattgt gttcggtgge
121 cccaattggg agttcgtggt gcaaaataaa ttgacggagc taaaggcagc cctcatcaag

. a 612 pb

Figura 4.25: Mapeamento 5’UTR do gene hipotético do cromossomo 11 de T. cruzi
CL-Brener (inicio 5'UTR posicdo 260507 a 260613) BLAST - NCBI Sequéncia
referéncia: XM_812957.1 (Proteina Hipotética 24 de T. cruzi CL-Brener). Em
vermelho: possiveis sitios adicionais de trans splicing; AG: sitio aceptor utilizado. Em
azul: ATG: inicio da ORF do gene. Em verde: sequéncia do cDNA mapeada na

sequéncia gendémica.

Muitas sequéncias deste trabalho (cDNAs) encontravam-se inseridas apds o
inicio da fase aberta de leitura (ORF) de genes identificados na se¢cédo do NCBI de
sequéncias referenciais do genoma de Trypanosoma cruzi (RefSeq — XM). Esta
observagao sugere a ocorréncia de trans splicing alternativo, com a possibilidade de
traducdo de duas diferentes proteinas a partir do mesmo gene. Para que este
fendbmeno seja confirmado, é preciso detectar diretamente as respectivas proteinas,
por espectrometria de massa. Neste caso (Fig. 4.26) também foi revelado possivel

sitio adicional de trans splicing na 5 UTR deste gene.
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Sequéncia de cDNA clonado (Tens&o quimica: Uréia):

ATTGTCTCACACACTCGAGCGACTCTACGACGAATGATGATGGTGACTGTGCG
GCGCTGCGTGGCGTGCGACCTGCTGGTCCTTGCGGTCTTGT

RNAmM de 1.443 pb e possiveis 5’UTRs de 393 pb (utilizando primeiro sitio adicional

de trans splicing ndo candnico GG) e de 412 pb (utilizando o segundo sitio adicional

1 atgccatttg

61

121

181

241

301

ttacttgtcc
acacaccgtc
gccctccacg

agcctggggg

ctgcttcacg

de trans splicng canénico encontrado AG)

cctggcagac
tttgtgctgce
gttcctgctt
aggaacgcgc
ctacactgtt

accgtgtgtg

aacgcaatgt
ttcectetttt
gcgtatctcc
acccattccc
ctcctcccecte

tgtgtgtcac

ggctccgcetce
cccgtgagac
tgcgggctceg
ggttcccgga
cccttttgtg

tgtagtgcgg

ttggacaaat
acgccgcaca
gcaactcttc
actgtagtta
tgcgtgtggg

cacatttatt

gtggggactt
cccaacgccce
gcgggcegegt
catccaccgg
gtgctgggtg

tctctcttgt

361 tggattgtct cacacactcg agcgactcta

tgttgttgtt gttgtccttg ccccactgtg

421 cgacgaaj:ga tgatggtgac tgtgcggcgc tgcgtggegt gcgacctgct ggtccttgeg
481 ctcttgtgct gctgctgctt gtccgtctgc agggctactg cttcgggcgt gcgatctacc
541 gtcgcgtcga caataatatt ggtggaggta gaagtgttga gtgcggagac tgacggtaag

a 1.443 pb

Figura 4.26: Mapeamento da 5’'UTR do gene hipotético de 1443 pb de T. cruzi CL-
Brener (ou gene TASV-C2; BLAST: XM_811895.1). Este caso apresenta o cDNA
dentro da ORF anotada pelo genoma e ainda a existéncia de sitio adicional de trans
splicing. (sitios n&do canénicos mais utilizados GT e GG). Em verde: sequencia do
cDNA mapeada dentro da ORF gendémica. Vermelho: sitios adicionais de trans

splicing, Azul: codon iniciador da tradugéao ATG.
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5 — Discussao

Ao utilizar uma nova abordagem metodoldgica, o presente trabalho teve como
principal objetivo, visualizar e identificar alteragbes na transcricdo de genes, quando
os protozoarios da familia Trypanosomatidae sao submetidos a diferentes tensdes

em meio de crescimento.

Foi realizada a comparacédo dos genes transcritos entre a condicdo padrao
de crescimento (controle) e as condi¢cdes alteradas (tensbes) de cada espécie.
Foram também obtidos os genes em comum utilizados nas condi¢cdes de estresse
(tenséo fisica, quimica ou nutricional), pelas duas espécies, Trypanosoma cruzi e
Blastocrithidia culicis. Espécies estas que possuem estilos de vida distintos,

classificadas como heteroxénica e monoxénica, respectivamente.

A metodologia alternativa utilizada para a visualizagdo e comparagao de
transcritos utilizados pelos protozoarios em diferentes situagdes, através de RNA
fingerprinting (Welsh et al, 1992), permitiu a obtencado de quase 1% dos transcritos
de T. cruzi CL-Brener, quando incluimos o numero total de copias de cada gene
encontrado. Segundo El sayed et al (2005) o genoma de T. cruzi CL-Brener mostrou

ser composto por aproximadamente 12.000 genes.

Ao ancorar a amplificacdo na extremidade 5 dos RNAs e utilizar um
oligonucleotideo arbitrario, realizamos um corte do momento transcricional dos
protozoarios, obtendo a representagdo dos genes mais transcritos em situagoes de
estresse para o protozoario. Os genes mais expressos nao sao necessariamente os
genes especificos de determinada tensdo, e sim genes mais transcritos nas

condigdes gerais do meio enfrentadas pelos tripanossomatideos.

Ao contrario de outras técnicas utilizadas para analises da expressao génica,
esta metodologia ndo tem como alvo a totalidade dos genes expressos. A
combinagdo de um iniciador ancorado (o iniciador mini-exon) e um arbitrario permite
obter uma fragdo daqueles genes cujos transcritos estdo mais abundantes sob um
determinado estimulo. Andlises de sequencias expressas ou ESTs (expressed
sequence tags) constituem uma étima abordagem para identificagdo de genes, que

no caso de patdégenos humanos como os tripanossomas podem resultar em novos
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alvos para farmacos e desenvolvimento de vacinas (Verdun et al, 1998). A técnica
realizada, da amplificacdo de sequencias expressas (ESTs) através de iniciadores
arbitrarios, permitiu visualizar as variagbes na transcricdo daqueles genes que
estariam diretamente relacionados a resposta a condi¢gdes muito adversas, no caso

aqui discutido, condi¢des de tensao fisico-quimico.

Os tripanossomatideos sao expostos ciclicamente a diferentes tipos de
tensdes. Enfrentam diferencas de temperatura de no minimo 10°C do inseto para o
hospedeiro mamifero e sdo expostos a condigdes de escassez nutricional em muitos
compartimentos do trato digestivo dentro do vetor invertebrado (Fernandez-Moya e
Estévez, 2010). Também estdo sujeitos a enfrentar meios altamente acidos e
tensdes oxidativas ao infectar células do hospedeiro vertebrado, como os

macrofagos.

Logo, a sobrevivéncia do parasito é facilitada por mecanismos de tolerancia a
pH e temperatura, morfogénese, resisténcia a lise por complemento e mudanga das
moléculas de superficie. As respostas ao estresse geradas pelos protozoarios sao

transitérias e podem nem sempre evitar a morte celular (Zilberstein e Shapira, 1994).

Com o objetivo de mimetizar pressdes ambientais sofridas pelos protozoarios
durante seu ciclo de vida, induzimos tensdes fisicas, quimicas e nutricionais nos
meios de crescimento e observamos assim variagdes nos transcritos de genes por T.

cruzi e B. culicis.

Nas alteracdes fisicas e nutricionais em meio de cultivo, observamos que em
fatores como incidéncia de luz fluorescente branca, pH alterado e em baixo estresse
nutricional (BHI sem SFB), o comportamento das duas espécies foi muito
semelhante. Entretanto, alteracbes de temperatura e crescimento em meio minimo
(alto estresse nutricional) foram suportados de forma diferente pelas espécies. Estes
resultados sugerem que as principais diferengas de comportamento estejam
relacionadas ao diferente ciclo de vida de cada espécie, sendo uma parasito de

vertebrados, inclusive do homem, e a outra ndo.

Espécies de Leishmania (heteroxénica) passam por mudangas extremas de
temperatura durante seu ciclo. No inseto vetor sobrevivem a temperatura de 22-28

°C, e quando transmitidos a hospedeiros mamiferos séo expostos a 31-35 °C em
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lesbes na pele e 37 °C em Orgaos viscerais. Assim, para sobreviver em seus
hospedeiros, os tripanossomatideos adquiriram mecanismos de termo-tolerancia
(Zilberstein e Shapira, 1994).

O comportamento distinto mediante diferentes temperaturas entre as duas
espécies parece ser devido principalmente ao estilo de vida n&do compartilhado por
estas. A espécie heteroxénica, T. cruzi CL-Brener, por infectar hospedeiros
vertebrados, necessita sobreviver em temperaturas elevadas conforme encontradas
no organismo destes hospedeiros. Ja B. culicis, espécie monoxénica, normalmente
nao se encontra adaptada a sobreviver em hospedeiros com temperatura corporal
elevada (salvo excegbes dos possiveis casos de infecgao por B. culicis em pacientes
HIV positivos), sendo encontrado somente em invertebrados. Hospedeiros estes que
podem variar sua temperatura conforme o meio a sua volta, mas também nao

sobreviveriam em temperaturas muito altas (maximo de 35 °C).

No estresse nutricional (meio minimo e BHI sem SFB) a espécie monoxénica
B. culicis pareceu demonstrar maior resisténcia a falta de nutrientes do meio
comparado a Trypanosoma cruzi. Esta diferengca pode ser explicada pela presenca
do endossimbionte em B. culicis, pois podem fornecer aos protozoarios fatores de
crescimento essenciais, como aminoacidos, vitaminas e hemina (De Souza e Motta,
1999). Segundo a literatura, hospedeiros invertebrados destes flagelados como os
triatomineos, podem passar por longos periodos de fome. Como exemplo do
Triatoma infestans, hospedeiro compartilhado por T. cruzi e B. triatominae, que pode
passar até 14 meses sem se alimentar (Kollien e Schaub, 2002). A influéncia da
baixa disponibilidade de nutrientes na relagédo entre o flagelado e o triatomineo ja foi
muito estudada no caso de T. cruzi. Em invertebrados néo alimentados, ha reducéao
do numero de parasitos, aumento de flagelados mortos, além do aparecimento de
formas intermediarias como esferomastigotas (Kollien e Schaub, 1998; Kollien e
Schaub, 2002)

Na espécie B. triatominae, segundo Schaub (1990), podem ser visualizadas
formas cisticas no triatomineo além das formas epimatigotas. Porém, a porcentagem
dos cistos aumenta quando ha deterioragcao das condigdes nutricionais no cultivo in
vitro do flagelado (Kollien e Schaub, 2002). Tais informagbes podem explicar as

formas arredondadas encontradas apds o cultivo das células de ambas as espécies
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sob as condigbes de tensdo. Sugerimos assim, que as formas cisticas em B.
triatominae e B. culcis (observada em nossos experimentos) e esferomastigotas
propostas por Schaub possam constituir formas do protozoario de possivel
resisténcia quando em condi¢cdes de estresse no meio. Estudos dos efeitos de
drogas em células epimastigotas de T. cruzi (Menna-Barreto et al, 2005; Adade et al,
2007) relatam, por microscopia eletrbnica de varredura, alteragdo na morfologia da
célula com retracdo do corpo, ficando este arredondado. Apesar de o flagelo
permanecer ligado a célula, mostra-se mais delgado e possivelmente nao visivel por
microscopia optica, usada neste trabalho. Logo, mais experimentos s&o necessarios
a fim de melhor caracterizar as diferengas morfolégicas que os protozoarios

apresentam em situacdes adversas.

Estudos realizados antes do sequenciamento do genoma de T. cruzi CL-
Brener, como o de Verdun et al (1998), se concentravam principalmente na geracao
de ESTs como metodologia para revelar genes desconhecidos de T. cruzi. A maior
parte das ESTs geradas no estudo citado foram classificadas funcionalmente como
genes relacionados a sintese protéica, proteinas de superficie celular e proteinas

hipotéticas.

Estes dados corroboram em parte as analises das sequencias expressas por
T. cruzi nas condigdes de tensao, quando classificadas em seis categorias
funcionais (Fig. 4.12), onde observamos também predominéncia de genes
estruturais como as proteinas de superficie do parasito, metabolismo celular e
proteinas hipotéticas. Interessante ressaltar que o trabalho citado gerou um numero
maior de ESTs relacionadas a sintese protéica, mas em condigdo normal de
crescimento, diferentemente dos nossos resultados, que em condi¢cdes de tensao a
maioria de ESTs foi relacionada a proteinas de superficie. Sugerimos que isto ocorra
pela diminuicdo da sintese protéica durante a situacdo de estresse enfrentada pelo

protozoario, evitando o gasto excessivo de energia.

Ao analisar EST geradas de B.culicis, tanto na condigdo de crescimento
padrdao como nas alteradas, percebemos que grande parte (57%) ndo mostrou
similaridade consideravel com nenhum outro tripanossomatideo ou organismo. A
geracéo de sequéncias expressas em condi¢do normal e em condi¢cbes de estresse

deste trabalho acrescentou a base de dados com novas informagdes, visto que o
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genoma de B. culicis ainda ndo esta disponivel, e que ndo ha quase nenhuma
informacéo desta espécie depositada em banco de dados. Igualmente para T. cruzi

as ESTs (cDNAs) geradas sob condi¢des de tens&o sao inéditas.

Quando em estresse, os genes do conjunto detectado através desta
metodologia, tiveram um aumento na quantidade de transcritos. Os principais genes
observados em T. cruzi foram os de superficie celular, como mucinas, trans-
sialidases, gp85 e gp63 e TASV-C. Em B. culicis estes mesmos genes também
foram vistos, mas a presenga de muitas sequéncias hipotéticas ndo permitiu avaliar

a composi¢cao exata da resposta ao estresse nesta espécie.

O fato de encontramos em T. cruzi grande quantidade de transcritos
relacionados a genes de proteinas de superficie celular pode ser explicado e
corroborado diretamente pela andlise do genoma de T. cruzi (El-Sayed et al, 2005).
Este consiste em mais de 50% de sequencias repetidas como os retrotransposons e
0s genes das grandes familias de moléculas de superficie, que incluem as trans-
sialidades, mucinas, gp63s, e a grande familia de proteinas de superficie associadas
a mucina (MASP).

Conforme visto em leveduras como S. cerevisae (Causton et al, 2001),
observamos um conjunto de genes comuns em respostas ao estresse ambiental
exercido. Causton observou que aproximadamente 10% do genoma da levedura em
questao era induzido ou reprimido da mesma forma quando as células respondiam a
uma variedade de mudangas ambientais (tensdes). Isto parece ser devido a um
efeito comum gerado nas células quando expostas a praticamente qualquer
alteragdo que afete a permeabilidade da membrana celular ou a integridade da

estrutura de proteinas.

Em vista destes argumentos, sugere-se que a grande proporg¢ao de proteinas
de superficie obtidas no crescimento sob diferentes tensbes seja devido a um
conjunto de alteragdes na célula semelhantes em todas as modificagdes das
condigbes de cultivo. E que a maioria das condi¢cbes alteradas leve as células dos
tripanossomatideos a um ponto critico comum de estresse celular, que antecederia

os processos de morte celular.
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Nossos resultados indicam que os genes vistos em maior quantidade fariam
parte do conjunto de genes comuns de resposta ao estresse, enquanto aqueles,
principalmente genes hipotéticos que apareceram apenas uma vez em nossas
analises, possam fazer parte do conjunto de genes especificos e que seja
interessante investiga-los quando associados a cada condicdo de tensdo

separadamente.

Em relacdo a pergunta principal deste trabalho, se as espécies com estilos de
vida distintos responderiam as condicbes de tensdo com 0s mesmos genes,
obtivemos resultados ja esperados por serem especies distintas, ou seja, eles
compartilham apenas poucos genes quando em condicdes de estresse.
Principalmente genes da superfamilia das mucinas, do antigeno de superficie TASV-
C, de gp63, de serina carboxipeptidase, e de muitas proteinas hipotéticas. Isto indica
que grande parte dos genes compartihados possam ser constitutivos e
conservados, pois além de serem transcritos nas duas espécies, apresentaram trans
splicing semelhante. Podemos considerar que a taxa de transcricdo destes genes
sob tensdo no meio aumentou muito, a ponto de serem detectados em grande

quantidade pela técnica aqui utilizada.

A resposta ao estresse em B. culicis nao foi direcionada para determinados
transcritos, ou seja, apresentou-se mais diversificada. Em contraste, T. cruzi mostra
uma resposta mais especifica, exibindo uma menor variedade de transcritos nestas
condicbes de tensao. Isto € um indicio que T. cruzi € bem mais adaptado as
condigdes adversas por limitar seu repertério de transcritos génicos, confirmando o
restrospecto evolutivo desta espécie cujas populagdes convivem ha milhées de anos

passando por tensdes em hospedeiros distintos.

Ainda ndo é possivel inferir a diferenca génica que determinaria o
parasitismo, ou seja, a capacidade dos tripanossomatideos serem patogénicos em
vertebrados. Com base nos resultados obtidos, vimos que poucos genes respondem
da mesma forma a condi¢cdes de estresse pelas duas espécies. Muito provavelmente
as diferengcas gendmicas por si mesmas nao sédo capazes de explicar o fendmeno do

parasitismo.
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Como na amplificagdo por PCR utilizamos um oligonucleotideo derivado da
regido do mini-exon, obtivemos a regido 5 dos RNAs. Apds o sequenciamento dos
transcritos de T. cruzi e B. culicis, foram observadas diferencas na sequéncia dos
nucleotideos finais do mini-exon entre as espécies estudadas. Contudo, mais
intrigante foi encontrar a variagao do mini-exon de T. cruzi (5 CTATATTG 3’) em B.
culicis, que também apresentava sequéncias com esta regido alterada (5
CTTTAAAG 3’), possuindo assim, curiosamente dois tipos de RNA SL.

Apesar da estrutura secundaria do RNA SL (spliced leader ou mini-exon)
apresentar-se evolutivamente conservada, sua sequéncia mostra-se alterada entre
os diferentes organismos capazes de realizar trans splicing. Somente nos
tripanossomatideos foi observado consideravel grau de conservagao da sequencia
nucleotidica na regido do mini-exon. (Liang et al, 2003). Entretanto estudos
realizados por Fernandes et al (2007) mostraram ser o gene do mini-exon
heterogéneo em sua sequéncia, diferenciando-se entre as espécies de
tripanossomatideos, tanto monoxénicos, como visto em Crithidia sp. e Leptomonas
sp.(Sturm, Fernandes e Campbell, 2006), como entre os heteroxénicos, T. cruzi, T.

vivax e T. brucei.

Ao analisar a freqiéncia da utilizagdo dos sitios adicionais de trans splicing
nos transcritos génicos sequenciados pela metodologia utilizada, observamos que
esta foi muito maior em T. cruzi quando comparado a B. culicis. Isto foi visto tanto na
quantidade e variedade de transcritos que realizaram trans splicing em tens&o, como
também no numero de diferentes sitios utilizados por cada transcrito. Ao variar mais
os sitios utilizados, T. cruzi gerou diferentes transcritos de um mesmo gene. A
significancia das variantes do RNAm mostra-se cada vez mais clara pela influéncia

que as UTRs podem exercer no aumento da expresséo génica (Hughes, 2006).

A identificagcdo de menos variagbes de RNAmM para um mesmo gene em B.
culicis, quando comparado a T. cruzi, pode ser devido aos seus diferentes estilos de
vida. Pois, segundo Clayton (2002), a adaptagédo dos parasitos heteroxénicos a dois
ambientes distintos, com diferentes temperaturas, nutrientes e defesas, pode

requerer uma maior alteracdo na expressio dos seus genes.
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Observamos também, ao mapear a regido 5 n&o traduzida (5° UTR),
sequéncias transcritas (CDNAs sequenciados) que encontravam-se inseridas dentro
da regido codificadora de diferentes genes, apds o primeiro ATG da ORF (open
reading frame). Como exemplificado na figura 4.7.5, do gene hipotético de T. cruzi,
visualizamos a sequéncia encontrada no meio da ORF principal (quando mapeadas
na sequéncia genémica), sugerindo a utilizagdo de outro sitio ATG, iniciador da
traducdo (AUG), e consequentemente uma proteina de tamanho diferente da

conhecida para este gene.

Resultado muito semelhante ao encontrado neste trabalho foi visto por
Nepomuceno-Silva et al (2001) ao mapear a 5’UTR dos transcritos do gene TcRho1
de T. cruzi, que revelaram ao menos 5 diferentes transcritos derivados de trans
splicing diferencial. E ainda 3 destes transcritos continham o sitio de trans splicing

dentro da regido codificadora do gene TcRho1.

Assim, diferenciamos dois tipos possiveis de splice realizados nos
tripanossomatideos. O primeiro apenas alterando os transcritos pela presenca de
diferentes 5° UTR geradas através da utilizacdo dos sitios adicionais de trans
splicing pelo protozoario. Ja a segunda possibilidade é o splice alternativo, onde o
tripanosomatideo realiza o trans splicing em sitios que encontram-se dentro da

regido codificadora dos genes, alterando assim a composigao da proteina traduzida.

Desta forma, o splicing alternativo pode permitir a criagdo de diferentes
transcritos de RNAm a partir de um mesmo gene. E a regulagao dos sitios de splice
fornece um versatii mecanismo para o controle da expressdo génica e para a

geragao de uma maior diversidade de proteinas (Hagiwara, 2005).

Ha poucos relatos de genes em tripanossomatideos que realizam a selegéo
alternativa de sitios de trans splicing resultando em diferentes localizagdes da
proteina codificada (Benabdellah et al, 2007) Em 2002, Manning-Cela et al,
observaram que o produto primario da transcricdo de um gene copia unica (LYT1)
de T. cruzi é processado por trans splicing principalmente em dois sitios alternativos
gerando produtos protéicos distintos que diferem em 28 aminoacidos na
extremidade amino-terminal. Outro gene ja publicado é a prolina racemase também
de T. cruzi, onde o transcrito maior & secretado enquanto o transcrito menor

apresenta localizagao citosélica (Chamond et al, 2003). Em Crithidia fasciculata
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encontrou-se que o produto da tradugdo transcrito maior do gene RNH localizava-se
dentro da mitocOndria, enquanto o produto do transcrito menor era enderegado ao
nucleo (Engel et al, 2001).

Ao submetermos os tripanossomatideos a diferentes tensbes (presséao
ambiental), conseguimos induzir alteragcdes na rede génica destes. Estas alteragbes
puderam ser detectadas no processamento do RNA (o qual esta implicado na
regulacdo da expressao génica), através da visualizagado do mecanismo de splice
utilizado nas suas duas formas. E, ao comparar as ESTs geradas nas condigdes de
tensdo com as ja existentes (7. cruzi) ou com as geradas (B. culicis) em condi¢cao
normal (controle), observamos que grande parte dessas sequéncias sao novas,
ainda n&do publicadas e nem depositadas em banco de dados, principalmente
quando sao de genes ainda hipotéticos.

Logo, as tensdes induziram ou estimularam eventos transcricionais em
diversos genes que resultaram em 5UTRs de diferentes tamanho e composicao.
Adicionalmente, influenciaram o surgimento de RNAs mensageiros que podem

codificar diferentes produtos protéicos.

Quando o genoma de T. cruzi CL-Brener foi anotado foram contabilizados
além dos 12.000 genes codificadores de proteinas, 19.607 proteinas ou ORFs (EI-
Sayed et al, 2005; NCBI - Genome Project), ou seja, como visto em eucariotos, um
numero de proteinas maior que o numero de genes. Este dado eleva a importancia
do trans splicing e splicing alternativo nos tripanossomatideos, o que permite uma
regulacéo a nivel pds-transcricional e como consequéncia uma maior variedade de

proteinas (Nilsson et al, 2010).

Contudo, a fim de confirmar se realmente os diferentes transcritos do mesmo
gene sao convertidos em produtos protéicos (grande e pequeno), estes necessitam

ser identificados por espectrometria de massa.

Na analise do tamanho de 5 UTRs das sequéncias geradas através da
abordagem utilizada (sob tensdo), observamos que variaram de 10 a 420
nucleotideos. Branddo e Jiang (2009), demonstraram em um amplo estudo
composicional de regides nao-traduzidas de T. cruzi que 5 UTRs variavam de 10 a
400 pb.
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Apesar de mostrarem menos genes utilizando trans splicing adicional, as
sequéncias de B. culicis geradas mostraram nas 5 UTRs, tamanho médio
semelhante as de T. cruzi. O tamanho da 5’UTR é a principio, uma pista da sua
importancia no metabolismo do RNAm. Tém sido observado, que genes com
sequéncias mais curtas de 5UTR apresentam maior expressdo (Davuluri et al,
2000). Isto pode explicar a grande quantidade de sequéncias curtas de 5UTR
encontradas tanto em T. cruzi como em B. culicis, principalmente nas condi¢des do

meio alteradas.
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6 — Conclusoes

Com base nos resultados expostos nesta dissertagdo podemos concluir que:

Esta abordagem metodolégica, apds a devida adaptacdo, possibilita a
identificacdo de sequéncias da $' UTR dos genes mais expressos em tensao

fisico-quimica e nutricional nos tripanossomatideos.

Em condigdes de tensao, a rede génica dos protozoarios deste estudo sofre
alteracbes durante o processamento de RNA. Gera assim, RNAs mensageiros
variados de um mesmo gene, seja atraves de sitios adicionais aceptores do
“spliced leader” (na propria 5 UTR) ou através de trans-splicing alternativo

(internamente a uma ORF através de splicing alternativo).

As tensbes induzidas em ambas as espécies, T. cruzi e B. culicis estimularam um
pequeno conjunto de genes comuns em respostas as condi¢gdes de estresse do
meio (principalmente constitutivos). Porém um conjunto maior demonstrou ser

especifico de cada espécie (muitos sem funcgéao identificada).

Os tripanossomatideos de espécies e estilos de vida distintos compartilham

apenas poucos genes quando em condigdes de estresse.

Grande parte das sequéncias geradas neste trabalho (ESTs) em condigcbes de
tensdo das duas espécies sao novas, ou seja, ainda nao publicadas e nem

depositadas em banco de dados.
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8 - Anexos

Tabela 8.1: Lista de genes sequenciados a partir dos fragmentos do RT-PCR
fingerprinting de Trypanosoma cruzi CL-Brener em condi¢cbes de tensédo fisico-

quimica.

Total de
sequencias

Acesso GenBank Identificagdo (BLAST)

XM_810367. 1 ADC4 gene/ receptor-type adenylate cyclase

XM_809854. 1 Citrate transporter 1

XM_802414. 1 Glycine dehydrogenase 1

XM_813452. 1 GP63 1

XM_802023. 1 GP63-2 5

XM_815678.1 MASP 1

XM_800521. 1 Mucina 1 35

AF036441.1 Mucina 3 4

XM_797340.1 Mucina 5 3

XM_803568.1 Mucina 7 1

XM_815115.1 Pretranslocation protein 14
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XM_810829.1 Ptn hipotética 1 16

XM_813454.1 Ptn hipotética 3 2

XM_816658.1 Ptn hipotetica 5 1

XM_812722.1 Ptn hipotetica 7 2

XM_814623.1 Ptn hipotética 9 3

XM_805338.1 Ptn hipotética 11 2

XM_805530.1 Ptn hipotetica 13 3

XM_811777.1 Ptn hipotetica 15 1

XM_809557.1 Ptn hipotetica 17 1

XM_813229.1 Ptn hipotetica 19 1

XM_798948.1 Ptn hipotetica 21 1

XM_812653.1 Ptn hipotetica 23 1

XM_814177.1 Ptn hipotetica 25 1

XM_808997.1 b Ptn hipotética 27 1

XM_802330.1 Ptn hipotética 29 15




XM_799559.1 Ptn Hipotética 31 1

XM_808971.1 Ptn ribossomal 60S 8

XM_797910.1 Serine carboxypeptidase 10

XM_806179.1 Spermidine synthase 1 1

M64836.1 Surface antigen (gp85) 2

AM492204.1 surface antigen TASV-C2 2 8

XM_807701.1 Trans sialidase 1

XM_810729.1 Trans sialidase 3 1

XM_806149.1 Trans sialidase 5 6

AJ012101.1 Tryparedoxin peroxidase 2

TOTAL 278
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Tabela 8.2: Lista de genes sequenciados a partir dos fragmentos do RT-PCR

fingerprinting de Blastocrithidia culicis em condi¢des de tensao fisico quimica.

Total de

Acesso Genbank Identificagio (BLAST) .
sequencias

XM_811864. 1 Ptn hipotética T cruzi 2

BcHp 2

XM_806542. 1 Mucina T. cruzi

BcHp 5

BcHp 6

BcHp 7

BcHp 9 75

AF036450. 1 Ptn mucina-like T. cruzi CL 4

BcHp 11

AF100653. 1 VATc12 telomere-associated sequence T. cruzi 2

BcHp 13

XM_804326. 1 TASV-C2 antigeno de superficie T.cruzi

BcHp 14
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XM_802330. 1 Ptn hipotetica T.cruzi 3

XM_806129. 1 Mucina T. cruzi 4

BcHp 15

FR796425.1 L. major cromossomo 29 2

BcHp 16

BcHp 18

BcHp 20

BcHp 21

BcHp 23

L. mexicana cromossomo 8

FR796416.1 .
L. major cromossomo 14

BcHp 26

L. braziliensis cromossomo 20

BcHp 29
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FR798996.1 . 1
L. mexicana cromossomo 30

BcHp 32

BcHp 34

FR798996.1 L. brazilizensis cromossomo 21 1

XM_g14040. 1 Gene muc3 glicoptn superficie mucina-like T. cruzi L

XM_805338. 1 Ptn hipotética T.cruzi CL

XM_798593. 1 Ptn hipotética T. cruzi CL

BcHp 37

XM_801496.1 Ptn Hipotética T. cruzi CL L

BcHp 38

XM_810829. 1 Ptn hipotética T. cruzi CL

BcHp 40

TOTAL 316
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