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RESUMO

A diferenciacdo dos epimastigotas (formas replicativas e nao—infectivas)
em tripomastigotas metaciclicos (formas nao-replicativa e infectivas) € o
processo denominado metaciclogénese. Um evento essencial para a
metaciclogénese, que pode ser mimetizado in vitro, é o estresse nutricional que
0s parasitas enfretam nas porcdes posteriores do tubo digestivo do inseto
vetor. Importantes mudancas no programa de expressdo génica ocorrem
durante o estresse e desempenham um papel fundamental nas mudancas
morfoldgicas e fisioldégicas observadas durante a metaciclogénese. No entanto,
poucas informacdes estdo disponiveis em relacdo a capacidade e diferentes
condicGes de estresse em disparar a metaciclogénese e, também, sobre os
genes envolvidos na regulacdo dessas respostas. Para tanto, foi realizada uma
andlise comparativa das diferentes condi¢des estresse (aumento temperatura,
diminuicdo do pH e o0 estresse nutricional), em experimentos de
metaciclogénese in vitro a fim de avaliar a capacidade de diferenciacédo do
parasita diante de tais condi¢cdes. Foi observado que todos os parasitas
submetidos as condicbes de estresses sdo capazes de se diferenciar,
entretanto, os parasitas provenientes dos estresses de pH e temperatura
sofrem um retardo no disparo da metaciclogénese, porém esta diferenca &
minimizada até o final do processo. Para comparar as propriedades biolégicas
dos tripomastigotas metaciclicos originados de cada condicdo de estresse,
foram feitos ensaios de infeccdo em células Vero e camundongos Swiss. Foi
possivel constatar que todos os tripomastigotas foram capazes de infectar as
células Vero, assim como, infectar os camundongos. Para investigar a
expressdo dos genes foi utilizada a tecnologia de microarranjos. Foi
selecionado um conjunto de 32 genes especificamente expressos nos tipos de
estresse estudados. Para os genes selecionados foram realizadas analises
guantitativas pela técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) que validaram os
dados de microarranjo tendo uma concordancia de resultados de mais de 90%.
Devido ao fato dos genes selecionados apresentarem, em geral, uma resposta
similiar nos estresses estudados, também foi realizado uma analise especifica

dos dados de microarranjo e foram selecionados genes significativamente
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diferente entre os estresses. Concomitantemente, foram realizadas analises do
proteoma utilizando LC-MS/MS, a fim de obter mais detalhes sobre a
abundancia relativa das proteinas de T. cruzi quando as distintas condi¢des de
estresse foram estabelecidas. Apds a analise dos dados, 173 proteinas foram
selecionadas como sendo provavelmente diferencialmente expressas nas
condicdes de estresses analisada em relacdo as formas epimastigotas. Além
disso, quando comparados os dados provenientes da protedmica com oS
dados de microarranjo foi observado um padrdo mais complexo de expressao
diferencial a nivel de proteinas do que aquele observado no microarranjo. Com
isso, podemos inferir que estes dados em conjunto indicam uma potencial
importancia da regulacdo pés-traducional no disparo da diferenciacdo celular

das formas epimastigotas.
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ABSTRACT

The differentiation of epimastigotes into metacyclic trypomastigotes
(metacyclogenesis) involves the transformation of a replicative, non-infectious
form of T. cruzi into a non-replicative, infectious stage. An essential event in
metacyclogenesis that can be mimicked in vitro, is the nutritional stress faced
by the parasites at the mid-gut of the insect host. Important changes in the gene
expression program occur during this process and it is likely that they play an
important role in the physiological and morphological changes observed during
the metacyclogenesis. However, little information is available concerning the
ability of different stress conditions in triggering metacyclogenesis and also,
about the genes involved in the regulation of these responses. In this work, it
was performed a comparative analysis of different stress conditions
(temperature increase, pH decrease and nutritional stress) in triggering
metacyclogenesis in vitro. It was observed that parasites subjected to the three
stress conditions were able to differentiate. However, the parasites that
underwent pH and temperature stresses showed a delay in the onset of
metacyclogenesis, but this difference was minimized by the end of the process.
To compare the biological properties of metacyclic trypomastigotes obtained
from the three sources, infection assays were carried on with Vero cells and
Swiss mice. All trypomastigotes were able to infect Vero cells, as well as infect
mice. To investigate the gene expression profiles of the parasites under the
stress conditions microarray technology has been used. A set of 32 genes was
selected that are specifically expressed under stress conditions. The microarray
data for the 32 genes selected were confirmed by quantitative real-time PCR
(gPCR) showing a concordance of results of more than 90%. Due to the fact
that the selected genes have in general showed a similar response in different
tresses studied, a specific microarray analysis was performed to select genes
that are expressed significantly different among the stresses. Concomitantly,
shotgun proteome LC-MS/MS analysis have been carried out in order to gain
further insight into the relative abundance of T. cruzi proteins when the different
stress conditions were established. After data analysis, 173 proteins were

selected as differentially expressed under the stress conditions when compared
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to unstressed epimastigote form. Proteomic data have shown a more complex
profile (of differential expression) than that observed from the microarray data.
All these data together allowed us to infer the potential importance of post-
translational regulation of gene expression in triggering epimastigote
differentiation to the infective forms.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRYPANOSOMA CRUZ|

1.1.1 O Parasita e adoenca de Chagas

O protozoario parasita Trypanosoma cruzi esta situado no reino Protista,
sub-reino Protozoa, filo Sarcomastighophora, sub-filo Mastighophora, classe
Zoomastighophora, ordem Kinetoplastidae, sub-ordem Trypanosomatida,
familia Trypanosomatidae, género Trypanosoma e espécie Trypanosoma cruzi
(Levine et al., 1980). A ordem Kinetoplastidae apresenta uma especializacao
denominada cinetoplasto, DNA especializado (KDNA) em sua mitocéndria Unica

(revisto por Maslow e Simpson, 1995).

O género Trypanosoma (Brener, 1979) pode ser dividido em dois
grupos: Stercoraria que inclui os tripanossomas que se desenvolvem no tubo
digestivo do inseto vetor e cujas formas infectivas sdo liberadas através das
fezes (por exemplo, T. cruzi e T. lewisi) e Salivaria que inclui tripanossomas
gue se desenvolvem inicialmente no tubo digestivo e cujas as formas infectivas
sdo encontradas nas glandulas salivares, que podem ser inoculadas

mecanicamente (por exemplo, T. brucei, T. congolense e T. rangeli).

Em 1.909, Carlos Chagas descreveu a infeccdo humana pelo
Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909). A doenca de Chagas é uma doenca grave
que afeta milhdes de pessoas na América Latina e contra a qual ndo existe
vacina ou tratamento quimioterapico eficiente. A doenca caracteriza-se por ser
debilitante e incapacitante e é uma das principais causas de aposentadoria

antecipada nas areas de risco.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 16 a 18
milhdes de pessoas estdo infectadas com T. cruzi em 18 paises (México na
América do Norte e todos os paises da América Central e América do Sul).

Estima-se que 100 milhdes de individuos estejam sob risco de contaminacao



nas regides afetadas endemicamente pela doencga. Existe ainda um risco de
contaminacdo em regiées nao endémicas, isso devido a doagdo de sangue e
transplante de Orgdos em paises que recebem imigrantes das zonas

endémicas, como por exemplo, os Estados Unidos e paises da Europa.

Ha 21.000 mortes anualmente em decorréncia da doenca e 2 a 3
milhdes de pessoas possuem complicagdes cronicas. Sendo detectado cerca
de 300.000 novos casos por ano. Estima-se que no Brasil haja 5 milhées de

pessoas infectadas (http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/).

O principal modo de transmisséo do parasito ao homem ocorre por via
vetorial, insetos hematéfagos infectados da ordem Hemiptera, familia
Reduviidae e subfamilia Triatominae. Durante o repasto sanguineo de insetos
infectados, os parasitos podem ser eliminados nas fezes e excretas e, desta
forma, infectar o hospedeiro mamifero através de mucosas ou
descontinuidades da pele. Outras vias de transmissédo incluem a transfusao
sanguinea, e com menor frequéncia, transmissdo congénita, acidente de
laboratorio (Brener, 1979) e transplante de o6rgdos (Dias, 1979; Schmunis
2000). Recentemente, a transmissao por via oral vem sendo responsavel por
um numero significante, cerca de um caso novo a cada 24 horas, dos casos
agudos da doenca na Amazbnia brasileira (Coura et al., 2002). Alimentos
contendo ou o inseto-vetor ou suas fezes seriam a fonte de infeccéo.
Esporadicamente, ha relatos de casos de contaminacdo oral, fora da regiao
norte, como a recente infec¢do ocorrida em Santa Catarina através de caldo-

de-cana.

A doenca de Chagas é caracterizada por apresentar duas fases
distintas, a aguda e a crénica. As caracteristicas de cada fase, assim como a
evolucdo para a cura ou Obito, dependem de diversos fatores ligados ao T.
cruzi — como cepa, viruléncia e tamanho do in6culo —, ao homem — idade, sexo

e provavelmente grupo étnico — e ao ambiente (revisto por Cangado, 2000).

A fase aguda é caracterizada pela elevada parasitemia, na qual podem

ocorrer quadros aparentes (febre, edemas, etc) mais severos, principalmente
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em criangas de baixa idade, ou um quadro inaparente assintomatico, com febre
passageira e sintomas inespecificos. O tratamento consegue curar a doenca de
Chagas de 30 a 80 porcento dos casos agudos e congénitos relatados, sendo
mais eficiente quanto mais precocemente for instalado. A duracdo da fase
aguda varia geralmente de 4 a 12 semanas, ao fim das quais o quadro febril e
a parasitemia tendem a desaparecer (revisto por Dias, 2000). Em paralelo,
decrescem também os niveis de imunoglobulinas da classe IgM e sobem os
niveis da classe IgG. Estes elementos praticamente definem a transicéo para a
doenca de Chagas cronica (tardia, de lenta evolucdo e com baixa parasitemia)
(Dias et al., 1984; Dias et al., 1997; Storino et al., 1994; Amato et al., 1997).

A maioria dos casos agudos nao-tratados evolui para a chamada forma
cronica indeterminada que consiste na presenca da infeccdo associada a
auséncia de sintomatologia e exames clinicos, eletrocardiograficos e
radiolégicos normais. No plano temporal, o individuo com a forma cronica
indeterminada pode simplesmente estar evoluindo silenciosa e lentamente,
vindo a manisfestar-se, mais tarde, uma forma clinicamente determinada (Dias
et al., 2000).

Em certas circunstancias, especialmente quando o quadro cardiaco é
muito intenso na fase aguda, ocorre uma evolucéo direta desta fase para uma
fase cronica determinada. Em tal evolucdo pode ocorrer a chamada forma
subaguda que se caracteriza por uma gravissima cardiopatia, sobrevindo a

morte na maioria dos pacientes (Dias et al., 2000).

Do ponto de vista epidemioldgico, as formas cronicas determinadas séo
as (que causam 0S maiores impactos médico-sociais da doenca,
particularmente a cardiopatia crbnica, com a consequente perda de
produtividade, absenteismo, impedimento ao trabalho e comprometimento de
orgéos vitais. Muitos casos de formas cronicas determinadas apresentam uma
evolucdo benigna e muito lenta, compativel com muitos anos de vida. No
entanto, um percentual ndo desprezivel, principalmente nas cardiopatias

chagasicas, acaba tendo uma evolugcao grave, com comprometimento cardiaco



sobrevindo a morte por insuficiéncia cardiaca, arritmias graves e, também, por
tromboembolismos (Puigh6 et al.,, 1993; Storino et al., 1994; Gontijo et al.,
1994; Guimaraes et al., 1997).

O controle da doenca de Chagas acontece predominantemente por
evitar a transmissdo, sendo o0 combate aos insetos vetores e o0
desenvolvimento econdémico e social das areas endémicas relevantes para
diminuir ou eliminar o contato vetor com o homem. Intervencdes diretas e
indiretas sobre insetos vetores e selecdo de doadores de sangue atuam como
medidas preventivas da doenca de Chagas (Dias, 1994; Goldenberg e Krieger,
1997).

A erradicacdo do Trypanosoma cruzi nos paises endémicos €
praticamente inviavel, visto a complexidade dos participes do ciclo silvestre da
circulacdo do parasita. A eliminacdo dos insetos vetores nas areas domiciliares
através do uso de inseticidas de a¢ao residual foi utilizada em diferentes paises
da América Latina com elevada taxa de sucesso e € uma das alternativas
possiveis de efeito mais imediato, no entanto requer uma intensa campanha
em toda a &rea endémica. Todavia, a resolucdo a longo prazo requer a atuagao
continua destes programas, restringindo a participacdo do inseto vetor ao ciclo
silvestre, eliminando as probabilidade de contato do homem com o vetor. Isto
implica em resolver fundamentalmente uma precaria situacéo sécio-econémica

que afeta grande parte da populagéo dos paises envolvidos.

Até o0 momento, ndo ha vacina disponivel para a doenca de Chagas,
sendo a quimioterapia o Unico meio de tratamento. Para a eliminacdo do
parasita, as drogas benzonidazol e o nifurtimox sdo utilizados
predominantemente na fase aguda (Rassi e Luquetti, 2003), contudo, a eficacia
dependente da cepa e 0 alto grau de toxicidade sao fatores limitantes para um
tratamento adequado. Estas drogas causam varias reacOes colaterais
indesejaveis que, por vezes, obrigam a interrup¢cédo do tratamento. Embora o
mecanismo de acdo destas substancias no parassita ndo esteja esclarecido,

acredita-se que a primeira aja inibindo a sintese de proteinas e de RNA,



enquanto a segunda aja na via de detoxificacdo de radicais livres. As

probabilidades de cura diminuem a medida que a doenca vai adquirindo a
forma croénica (revisto por Cangado et al., 2000).

1.1.2 Ciclo de Vida do Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida do T. cruzi envolve a passagem obrigatoria em dois
hospedeiros e durante o qual o parasita sofre alteracdes morfoldgicas, ultra-

estruturais, funcionais e bioquimicas (Tyler e Engman, 2001).

O T. cruzi é um parasita heteroxénico cujo ciclo de vida é descrito como
apresentando duas formas replicativas (epimastigota e amastigota) e uma
forma nao replicativa e infectante (tripomastigota). As formas epimastigotas
replicam-se na luz do intestino médio do hospedeiro invertebrado, enquanto as
formas amastigotas multiplicam-se dentro de células infectadas do hospedeiro
vertebrado mamifero. As diferenciacdes celulares das formas epimastigotas e
amastigotas originam as formas tripomastigotas metaciclicas e tripomastigotas

sanguineas, respectivamente.

O hospedeiro invertebrado ingere sangue de animais infectados com as
formas tripomastigotas durante o repasto sanguineo. Ao chegar ao estdbmago
do vetor, estas formas iniciam sua transformagédo para epimastigotas. No
intestino, 0os epimastigotas se mutiplicam e podem migrar e aderir as porcdes
posteriores, cujo ambiente € pobre em nutrientes (Kollien e Schaub, 2000).
Neste caso, o0 estresse nutricional que estas formas sofrem é um dos sinais
que desencadeia o0 processo de diferenciacdo celular de epimastigotas em
tripomastigotas metaciclicos que séo liberados nas fezes e na urina do vetor.
Esta diferenciacdo também depende da interacao hidrofébica entre o flagelo e
a parede interna no aparelho digestivo do inseto (revisto por De Souza, 1984;
Bonaldo et al., 1988; Kollien e Schaub, 2000).

No hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas metaciclicas
alcacam a corrente sanguinea através da pele (pequenas descontinuidades) ou

da mucosa do hospedeiro. Os tripomastigotas podem infectar uma variedade
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de tipos celulares com algumas poucas excec¢des, como neutrofilos e basofilos.
Logo apés a penetragdo, forma-se o vacuolo parasitéforo, e inicia-se a
transformacdo das formas tripomastigotas em amastigotas com posterior
ruptura da membrana do vacuolo. ApGs sucessivas divisdes no citoplasma da
célula, as formas amastigotas transformam-se em formas tripomastigotas
sanguineas (Carvalho e De Souza, 1989; Andrews et al., 1990). Ocorre entédo a
ruptura da célula com liberacdo dos parasitas que podem ou infectar outras
células ou serem ingeridos pelo inseto vetor (Brener, 1979; De Souza, 1984)
(Figura 1.1).

Estdgio no inseto vetor Estagios humanos
inzeto ingere sangue, depositando

o tripomastigotas metaciclicos gue ertram @9 Tripomastigotas metaciclicos penetram varios

pels ferida ou por membranss MUCosss tipoz celulares no local de entrada. Dentro das

célulaz, se tranzformam em amastigotas

tripomastigatas metaciclicas
no |r|tes1|nu pasteriar

Amastigotas e multiplicam par
Tripomastigotas fizz80 hindria dertro daz células

podem infectar outras dos tecidos infectados
células e ze transformar em

amastigatas intracelilares
em novos locsis

murtlpllcam no intesting

%— Inseto se nutre de sangue

epimastigatas no (tripomastigotas ingeridos)

TN
i~

Amastigotas intracelulares
ze tranzformam em tripomastigotas,
fue entram no sangue a0
estourarem az celulas

Figura 1.1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. (modificado de

www.dpd.cdc.gov/dpdx).
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1.1.3 Metaciclogénese in vitro

A metaciclogénese corresponde ao processo de diferenciagao celular
das formas epimastigotas em formas tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi e
tem sido o modelo adotado em nosso laboratério para os estudos dos
mecanismos envolvidos na regulacio da expressdo génica do parasita (Avila,
et al., 2003).

Este processo que ocorre naturalmente no intestino do inseto vetor pode
ser mimetizado in vitro em condi¢des quimicamente definidas (Contreras et al.,
1985b; Bonaldo et al., 1988), permitindo isolar células em varios estagios de
diferenciacéo do T. cruzi. In vitro, a transferéncia de epimastigotas de um meio
nutricional rico para um meio sem qualquer fonte de carbono gera o estresse
nutricional (Contreras et al., 1985b, Goldenberg et al., 1987, Bonaldo et al.,
1.988; Contreras et al., 1988). A metaciclogénese in vitro permite a obtencao
de tripomastigotas metaciclicos com as mesmas propriedades bioldgicas
descritas para o parasita que se diferencia no inseto vetor (Contreras et al.,
1988).

Uma das alteracdes metabdlicas do T. cruzi, quando submetido ao
estresse nutricional, é a utilizacdo de proteinas acumuladas no reservossomo,
um endossomo peculiar de Kinetoplastida, como principal fonte de recursos
para a sua atividade metabdlica. A escassez de nutrientes esta associada ao
processo de acidificacdo do contetdo do reservossomo e de ativacdo de suas
enzimas. Nestas condi¢cdes, 0 reservossomo passa para O estado de
lisossomo. A degradacdo do estoque de proteinas leva ao desaparecimento
desta organela com a liberagdo dos aminoacidos para o citoplasma, cujo
consumo é favorecido em condi¢cdes de estresse nutricional (Soares et al.,
1989; Urbina, 1994; Soares, 1999).

Outra alteracdo metabdlica observada durante a metaciclogénse € o
acumulo de lipidios e a alteragdo na composi¢cdo da membrana citoplasmética
de organelas. Os &cidos miristico e linoléico sofrem acentuada reducéo,

enquanto a concentragdo dos acidos palmitico, estearico e linolénico é



incrementada. In vitro, logo apos serem submetidas ao estresse nutricional, as
células em diferenciacdo sdo mais semelhantes as tripomastigotas do que as
epimastigotas, considerando o seu conteudo lipidico (Soares et al., 1989;
Esteves et al., 1989).

A metaciclogénese in vitro, inicia-se ap0s um estresse nutricional, que é
efetuado pela transferéncia dos epimastigotas cultivados em meio LIT, rico em
nutrientes, para o meio TAU (triatomine artificial urine), que mimetiza as
condicBes ibnicas encontradas na urina do inseto vetor. Apos duas horas de
incubacdo nesse meio, 0s parasitas sao transferidos para o meio de
diferenciacdo (TAU3AAG) que consiste do meio TAU suplementado com
glicose e trés aminoacidos (L-prolina, acido L-glutamico, acido L-aspartico),
onde permanecem por 96 horas. Nestas condi¢cdes, cerca de 80% dos
parasitas diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos (Contreras et al.,
1985; Bonaldo et al., 1988). A obtencdo de tripomastigotas metaciclicos esta
esquematizado na Figura 1.2.. Na Figura 1.3, estd representada as
porcentagens das formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas nos

diferentes periodos durante a metaciclogénese in vitro.
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Figura 1.2. Representacdo esquematica do processo de metaciclogénese in vitro.
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Figura 1.3. Porcentagem de formas epimastigotas e tripomastigotas presentes no
sobrenadante de cultura em meio TAU3AAG, em diferentes tempos (Fonte: Bonaldo et
al., 1988, modificado).



A transformacéo in vitro das formas epimastigotas em tripomastigotas
metaciclicas requer a adesao dos primeiros a um substrato (Bonaldo et al.,
1988), semelhante ao que foi descrito para o processo de metaciclogénese no
interior do triatomineo (Zeledon et al., 1984; Schaub, 1994). Embora
necesséria, a adesdo ndo é suficiente para promover a metaciclogénese, ha
evidéncias de que os parasitas tenham sua expressao génica reprogramada
(Bonaldo et al., 1988; Kleffmann, Schmidt e Schaub, 1998). Os fenémenos de
adesao e de diferenciacao celular sdo interrompidos se, apds um periodo de
estresse nutricional, as condi¢cées de boa nutricdo forem restauradas. Deste
modo, é possivel que o estresse nutricional esteja associado a expressao de

proteinas de adesao (Figueiredo, et al., 2000).

No inicio da metaciclogénese, especialmente durante o estresse
nutricional e o principio do processo de adesdo, deve ocorrer uma
reprogramacao da expressao génica (Goldenberg et al., 1984) e foi possivel
observar que as alteracBes na expressdo génica precedem as alteracOes
morfolégicas ocorridas na metaciclogénese (Contreras, et al., 1985a). Do
mesmo modo, alterac6es bioquimicas e na composicdo da superficie celular
podem ser observadas logo apds o estresse nutricional (Contreras et al.,
1985b; Esteves et al.,, 1989; de Andrade et al., 1991). Vinte e quatro horas
depois do inicio do processo de diferenciacdo, as formas epimastigotas em
diferenciacdo apresentavam-se resistentes a lise pelo complemento, uma
propriedade das formas tripomastigotas metaciclicas (Nogueira, Bianco e
Cohn, 1975). Os niveis de transcricdo sao reduzidos durante a
metaciclogénese (Goldenberg et al., 1985) e os produtos de genes de
expressdo transiente e regulacdo poés-transcricional podem ser observados
(Avila et al., 2001; Dallagiovanna et al., 2001). A caracterizacdo e mapeamento
dos genes expressos pelos parasitas (aderidos e ndo aderidos) podem prover
dados fundamentais para a compreensao do processo de diferenciagao celular.
Como durante a metaciclogénese in vitro ndo ocorre replicagdo, é possivel
isolar diferentes populacbes do parasita, permitindo o estudo dos genes

regulados durante este processo.
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Varias moléculas sédo capazes de influenciar a metaciclogénese. A L-
prolina que é utilizada como fonte energética pode estimular a metaciclogénese
(Contreras et al., 1985; Homsy, Granger e Krassner, 1989). Os inibidores da
ADP-ribosil transferase, uma enzima tipicamente encontrada em células
eucariotas em diferenciacdo, bloqueiam a metaciclogénese (Gonzalez et al.,
1987). Do mesmo modo atuam os inibidores de metalo- e cisteina-proteinases
(Bonaldo et al., 1991; Cazzulo et al., 1994). A presenca e a concentracao dos
fons Ca?*, K*, PO, e HCOj3™ facilitam a metaciclogénese, enquanto o anion CI™

a impede (Krassner et al., 1991).

As concentracdes de polifosfatos inorganicos de cadeia longa e curta,
nos acidocalcissomos do T. cruzi, elevam-se durante a amastigogénese e a
fase estacionaria de crescimento das formas epimastigotas. Estas
concentracdes sao reduzidas em condi¢des de estresse hiposmatico e alcalino.
A hidrélise destas cadeias estd associada a liberacdo de Ca* pelos
acidocalcissomos e a respostas rapidas do parasita a alteracbes ambientais.
Portanto, os polifosfatos também devem estar envolvidos na regulacdo da

metaciclogénese (Ruiz, et al., 2001).

O AMPc é capaz de estimular a metaciclogénese (Gonzales-Perdomo,
Romero e Goldenberg, 1988) e foi encontrado na urina do inseto vetor
Rhodinius prolixus (Kollien e Schaub, 2000). As moléculas de AMPc, quando
associadas a quinases, desempenham papel importante na fosforilacdo de
inUmeras proteinas e polipeptideos, o que resulta na alteracdo de suas
atividades biolégicas. As concentracfes desta molécula podem mudar em
funcdo do ambiente, viabilizando uma rapida adaptacdo das células a novas
condicbes ambientais (Schwartz, 2001). Foi descrito que estas moléculas
podem induzir a transcricdo do gene Tc26, durante a metaciclogénese. Nao
séo encontrados transcritos deste gene nas formas epimastigotas, porém, eles
estdo presentes nas formas em diferenciacdo e tripomastigotas (Heath, et al.,
1990).
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Tomlinson e colaboradores mostraram que em T. cruzi a diminuicdo do
pH leva a diferenciagdo de tripomastigotas em amastigotas. Desta forma, o
efeito de baixo pH fisiologico parece ser de grande relevancia e a
transformacdo acido-induzida extracelularmente parece representar uma
técnica experimental de grande valia para estudos de mecanismos moleculares
envolvidos no processo de diferenciacdo (Tomlinson, et al.,, 1995). As
condicbes de temperatura e de pH também parecem exercer influéncia na
diferenciacdo de outros parasitas. Na diferenciacdo celular em T. brucei
quando imposto o estresse de diminuicdo de temperatura associado ao
citrato/cis-aconitato levam a um rapido aumento da taxa de diferenciacdo
celular no parasita. Assim como, células que sofreram tratamento em baixo pH
também sdo levadas a diferenciacdo celular neste organismo. (Rolin et al.,
1998; Nolan et al., 2000). Do mesmo modo, em Leishmania, mudancas de
temperatura e pH disparam a expressdo diferencial de genes, bem como, a
diferenciacdo celular neste parasita (Srinivas, et al., 1999). Enfim, distintas
condicBes de estresse podem levar o aumento da taxa de diferenciacéo celular

nos parasitas.

1.2 RESPOSTA AO ESTRESSE

A capacidade de responder rapidamente as variacbes de temperatura,
nutrientes, bem como, outras alteracbes ambientais € importante para a
atividade geral da célula e sua sobrevivéncia. A compreensao a respeito da
resposta das células as alteracdes ambientais € um tépico de grande interesse
porque pode oferecer pistas sobre os aparatos moleculares que permitem as
células a se adaptarem a novos ambientes. Os mecanismos moleculares que
estdo envolvidos na regulacdo do remodelamento da expressdo génica em
virtude da adaptacdo a novos ambientes sdo a chave para a elucidacéo de
muitas respostas sobre o comportamento celular perante estimulos adversos.
Indicios significativos dos mecanismos envolvidos na mudanga de ambientes

vieram de estudos dos genes que S80 expressos em resposta a estresses
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celulares especificos (Causton, et al., 2001). Por exemplo, foi demonstrado que
a inducdo de uma resposta classica de choque térmico acarreta aumento de
sintese e a abundancia de proteinas conhecidas como proteinas de choque
térmico (HSPs) (Graefer, et al., 2002).

Dentre os organismos ja estudados, eucariotos e procariotos, todos
parecem responder de forma similar diante de condi¢cdes de estresse térmico
impostos. Ativando uma série de genes altamente conservados conhecidos

como genes de choque térmico (Sanchez-Moreno, et al., 1997).

As HSPs além de terem sua expressao induzida na resposta ao
estresse, também possuem diversos papéis essenciais nas células. Dentre eles
podem ser citados: dobramento de proteinas, acoplamento, localizacao
intracelular, secrecdo e degradacdo de outras proteinas. Apesar disso, nem
todas as HSPs sédo estresse-induziveis, mas aquelas que s&o, respondem
também a uma variedade de estresse, tais como, temperaturas extremas,
deplecdo de energia celular, concentracbes extremas de ions, gases e varias

substéancias toxicas (Feder e Hofmann, et al., 1999).

Em Escherichia coli, ha uma maquinaria essencial para sobrevivéncia
diante de diferentes tipos de estresse. Para tanto a expressao de um grande
nimero de genes encontra-se sob controle de ¢®, que é codificado pelo gene
rpoS, enquanto que o gene rpoH, codifica o fator transcricional o, que
controla a expressdo dos genes em resposta ao estresse térmico (HSP). Foi
verificado que a cepa rpoH é extremamente sensivel a uma subita troca de
temperatura. Quando se encontra em um crescimento exponencial aerdbico,
enquanto que a cepa silvestre MC4100 e a cepa mutante rpoS apresentam
resisténcia ao estresse térmico. Quando as células se encontram na fase
estacionaria as trés cepas apresentam resisténcia a troca de temperatura
(Delgado-Olivares, et al., 2006).

O papel das HSPs nas interag0es parasita-hospedeiro merecem atencéo
dos pesquisadores. Da perspectiva do vetor, as HSPs expressas pelo

hospedeiro intermediario durante a invasdo do parasita s&do potenciais
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antigenos que provocam a resposta imune. As HSPs do parasita sao
potencialmente Uteis como alvos de vacinas. Da perspectiva do parasita, a
sintese de HSPs é um mecanismo de defesa celular que permite que o parasita
viva em diferentes ambientes térmicos ao longo do ciclo de vida. Existem varios
estudos demonstrando como ocorre a regulacdo da expressdo de HSPs no
parasita, bem como, a expresséao diferencial destas proteinas ao longo do ciclo
de vida e os tipos de HSPs que sdo induzidas quando ha mudancas de
temperatura. Por exemplo, em T. brucei, transcritos de mRNA de HSP 70 e
HSP 83 aumentam sua expressdo em 100 vezes quando passam do vetor
para o hospedeiro mamifero. Em Schistosoma mansoni, existem HSPs que sdo
expressas em estagios evolutivos diferentes do seu ciclo de vida. Parasitas que
possuem insetos como vetores merecem muita atengdo quanto a forma como a
expressdo das HSPs sdo reguladas, isto € o caso de parasitismo de
nematoides, cestéides, Plasmodium, Borrelia burgdorferi, Leishmania,
Trypanosoma cruzi e Theileria. Alguns parasitas considerados de vida livre
nao necessitam de vetor. Desta forma, em alguns casos, a inducdo das HSPs
acompanha a transicdo do ambiente sofrida pelo hospedeiro (Feder e
Hofmann, 1999).

Os organismos que vivem em um ambiente aerdbico sdo obrigados a
possuir estratégias celulares efetivas para a protecdo de reativos de
detoxificacdo de oxigénio gerados por estresse oxidativo. Além desses
mecanismos, também foram necessarios o desenvolvimento de diversas
enzimas antioxidante e componentes, tais como, enzimas de reparo de DNA,
sistema de desagrupamento, que remove proteinas danificadas, sistemas de
regulacdo que controlam a transcri¢do, traducdo e ativacdo. Apesar de muitas
pesquisas a fim de investigar os mecanismos moleculares envolvidos com a
resposta ao estresse, estes ainda permanecem obscuros devido a vias
complexas de sinaliza¢do e o envolvimento de varias proteinas neste processo
(Miura, 2004).

O envelhecimento celular pode acarretar uma maior influéncia do

estresse oxidativo nos sistemas biologico. Richardson e Holbrook mostraram
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que a inducao do fator de choque térmico (HSF) e HSP, especialmente HSP70
diminuem com o envelhecimento. As HSPs desempenham um papel
importante nos mecanismos de defesa celular contra o calor, estresse oxidativo
e outros tipos de estresse, desta forma, a diminuicdo deste sistema pode
reduzir bruscamente a capacidade do organismo a responder a mudancas do
ambiente (Richardson e Holbrook, 1996). Em contraste, analise de microarranjo
de DNA mostrou evidéncias que a expressdo basal das HSPs aumentam com
o envelhecimento (Lee, et al., 1999; Lee, et al.,, 2000). Além disso, foi
observado que o envelhecimento de cérebro de ratos (Uno, et al., 2000) ou
fibroblastos humanos (Fonager, et al., 2002) também resulta em um aumento
basal do nivel expressdo de HSP70. Esta elevagcdo na expressado ocorre Como
uma reposta ao envelhecimento associado ao acumulo de proteinas
danificadas por oxidacdo. Elevacdo da expressdo de HSPs associada ao

envelhecimento também foi observada em Drosophila (Wheeler, et al., 1995).

Os tripanosomatideos apresentam um processo unico de metabolismo
do tiol no qual o sistema glutationa/glutationa redutase € substituido por
tripanotiona/tripanotiona redutase. A tripanotiona di-tiol € a molécula chave
para sintese dos precursores de DNA, homeostase do ascorbato,
desintoxicacdo de hidroperoxidases e a exportacdo/sequestro de conjugados
de tiol (Smimidt & Krauth-Siegel, 2002). O T. cruzi é exposto aos metabdlitos
toxicos de oxigénio que sdo gerados pelo metabolismo de drogas e respostas
imunes, além daqueles produzidos por processos enddgenos. Entretanto,
muitas lacunas ainda existem para que seja esclarecido o sistema de defesa
oxidativo do parasita, incluindo o(s) mecanismo(s) de reducdo do peréxido. A
reducdo de peroxidos no T. cruzi € catalisada por duas enzimas distintas que
dependem de tripanotiona. Essas enzimas foram localizadas no citosol e em
mitocondrias, sendo membros da familia de proteinas antioxidantes
peroxiredoxinas e s&o caracterizadas pela presenca de dois dominios
conservados contendo redox cisteinas. O papel destas proteinas em proteger o
T. cruzi do prejuizo mediado pelo perdxido foi demonstrado seguindo a super-
expressdo da atividade da enzima (Wilkinson et al., 2000). A triparedoxina

peroxidase combinada com a tripanotiona redutase pode formar um composto
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NADPH mediante um sistema de defesa contra hidroperéxidos em
tripanosomatideos (Steinert et al., 1999).

O metabolismo do hidroperéxido em Crithidia fasciculata foi
caracterizado e envolve uma cascata de trés oxidoredutases compreendendo
tripanotiona redutase (TR), triparedoxina (TXN1) e triparedoxina peroxidase
(TXNPx) (Rhee et al., 1999). Epimastigotas de T. cruzi exibem forte imuno-
reatividade com anticorpos contra TXN1 e TXNPx de Crithidia fasciculata. Foi
mostrado que o0 metabolismo hidroperéxido tripanotiona dependente,
previamente estabelecido para C. fasciculata, opera em T. cruzi (Guerrero et
al., 2000).

7

Em T. brucei, é clara a importancia do metabolismo mediado pela

tripanotiona para resisténcia a HZOZ. A associacao desta enzima a viruléncia e

sobrevivéncia do parasita foi mostrado através do “knock-out” condicional de
tripanotiona redutase (Krieger et al., 2000). A triparedoxina tem sido
apresentada como sendo substrato do ribonucleotideo redutase em T. brucei,
sendo assim, essencial para a biossintese do DNA no parasita (Lidemann et
al., 1998). Estudos mostraram que fracGes citoplasmaticas e mitocondriais de

extratos do T. cruzi podem gerar niveis significativos de HZO2 (Boveris &

Stoppani, 1977; Denicola-Seoane et al., 1992) e isto tem corroborado a
necessidade de um sistema metabdlico efetivo do peréxido, em ambos

compartimentos.

A transicdo de parasitas dos insetos vetores para hospedeiros
mamiferos esta associada a uma exposicdo do mesmo, ao meio extra e
intracelular do hospedeiro e a elevacdo da temperatura do ambiente. Essas
alteracdes do ambiente podem ser vistas no parasita como estresse celular e
que provoca um choque térmico classico com um aumento da sintese e
abundéancia de HSPs, mas para certos parasitas o estresse por temperatura
também funciona como um sinal de diferenciacdo celular e de adaptacdo as
novos ambientes. Em L. donovani, a necessidade de diferenciacdo de

Y

promastigotas a amastigotas durante o ciclo de vida do parasita esta
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correlacionado com o aumento de temperatura ocorrido durante a transicdo do
inseto para o mamifero. Experimentos in vitro onde ha um aumento de
temperatura de 25 a 37 °C, combinado com a acidificacdo do meio de cultura,
constituem um estimulo suficiente para induzir a diferenciacdo de

promastigotas a amastigotas em culturas axénicas (Graefe et al., 2002).

A situacdo de T. cruzi, no entanto, € diferente. A diferenciacdo de
epimastigotas a tripomastigotas metaciclicos ocorre no intestino do inseto
vetor, antes da transicdo de hospedeiros e ndo esta correlacionada com um
aumento de temperatura. A diferenciagédo de tripomastigota para amastigotas
também ndo coincide com um aumento de temperatura, uma vez que ambas
as formas residem no hospedeiro mamifero. Além disso, alteracGes
morfolégicas ndo foram atribuidas a proteinas de choque térmico em formas de
T. cruzi em cultura. Desta forma, o estudo da inibicdo de HSP90 em T. cruzi
para monitorar os efeitos na sintese de HSP e os aspectos morfoldgicos e de
crescimento do parasita mostrou a interrupcdo do processo de divisdo das
formas epimastigotas, mas ndo foi capaz de levar estas células a

metaciclogénese (Graefe et al., 2002).

Outro aspecto morfologico de resposta ao estresse é a autofagia que
consiste em um mecanismo usado pelos eucariotos para degradar e reciclar
proteinas e organelas e € essencial para a manutencao celular, homeostase e
o desenvolvimento celular durante a diferenciacdo, além metamorfose e
envelhecimento. Acredita-se que este mecanismo tenha surgido inicialmente
cOmo uma resposta escassez de nutrientes e estresse em organismos
unicelulares, tais como, levedura, em organismos multicelulares, a autofagia
além disso, também foi associada a neurodegeneracdo, cardiomiopatias,
infeccdo por patdgeno, distirbios musculares, cancer e morte celular (ndo por
apoptose). Durante autofagia, porcbes de citoplasma sdo englobadas em
vesiculas de dupla membrana chamada autofagossomos que posteriormente
fundem-se com lisossomas/vacuolos, permitindo assim degradagéo do material

por englobamento por hidrolases lisossomais (Alvarez, et al. 2007).
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Muito pouco se sabe sobre a autofagia em organismos unicelulares
primitivos, tais como, parasitas protozoarios. Sabe-se que este processo é
essencial para manutencdo e sobrevida do parasita, estd envolvido com a
diferenciacdo de estagios evolutivos do T. cruzi. A via de autofagia pode
representar um alvo para estratégias de novos quimioterdpicos contra a doenca
de Chagas (Alvarez et al., 2007).

A base molecular da autofagia foi elucidada através de rastreamentos
genéticos de Saccharomyces cerevisiae, onde 16 genes essenciais (ATG)
foram identificados. Dentre esses genes, dois sistemas Unicos ubiquitina-like
desempenham um papel importante nos estagios iniciais de biogénese de
autofagossomas. O primeiro deles € o sistema Atgl2 e o segundo sado

proteinas ubiquitina-like (Alvarez et al., 2007).

Mecanismos de controle pos-trancricional desempenham um importante
papel na regulacdo da expressdo génica durante a resposta celular ao
estresse. A resposta celular ao estresse e inibicdo do inicio da traducéo leva ao
acumulo de mRNA no citoplasma em estruturas especificas. Por exemplo, em
células mamiferas, MRNA nao traduzidos concentram-se em granulos de
estresse que sdo agregados citoplasmaticos. Em leveduras, e em menor grau
nas células dos mamiferos, o estresse induzido causa a inibicdo da sintese das
proteinas e provoca acumulo de mRNA reprimidos traducionalmente em P —
bodies, que sao foci citoplasmaticos que contém varias proteinas envolvidas na
repressdo da traducdo e degradacdo de mRNA. Este mRNAs marcados
estresse-dependente sugerem que a resposta celular ao estresse inclui a
modulacdo de taxas de degradacdo de mRNA. Varios estudos sugerem que
taxas de degradacdo mRNAs podem alterar a resposta a varios tipos de

estresse (Hilgers, et al., 2006).
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1.3 EXPRESSAO GENICA NOS TRIPANOSOMATIDEOS

1.3.1 Ogenomado Trypanosoma cruzi

Os tripanosomatideos, assim como outros eucariotos, possuem um
genoma nuclear e um genoma mitocondrial sendo que este Ultimo representa
cerca de 10 a 30 por cento do total de DNA celular (Borst et al., 1982). Cada
célula contém uma Unica mitocondria onde o seu DNA esta organizado sob a
forma de uma rede de mini e maxicirculos concatenados (revisto por Shapiro e
Englund, 1995). Existem milhares de minicirculos e cerca de 50 maxicirculos
(Savill e Higgs, 1999). As sequéncias maduras de grande parte dos mRNAs
mitocondriais codificados pelos maxicirculos sdo produzidas por um processo
pos-transcricional denominado edicdo de RNA que consiste ha insercdo ou
delecdo de nucleotideos (notadamente uridinas). Pequenos RNAs guias
codificados pelos maxi e minicirculos, dirigem as mudancas feitas durante a

editoracdo dos mRNAs mitocondriais (revisto por Moffett et al., 1997).

Em relacdo ao DNA nuclear, os cromossomos em tripanosomatideos
nao sao distinguidos, pois ndo sofrem condensacdo em nenhum estagio tanto
de ciclo celular quanto do ciclo de vida. Entretanto, o nivel de condensacao da
cromatina varia durante o desenvolvimento dos tripanossomas. Desta forma, o
maior nivel de condensacdo é observado nas formas sanguineas, quando
comparado com as formas prociclicas do T. brucei. Resultados semelhantes
foram vistos nas formas tripomastigotas em relacao as formas epimastigotas do
T. cruzi, estes diferentes padrdes podem ser associados a diferencas nas taxas
de transcricao (Hecker et al., 1994, Elias et al., 2001). Essas variacdes podem
ser atribuidas a diferentes padrées de histonas H1 presentes nestes parasitas
(Aslund et al., 1994; revisto por Belli, 2000).

Através de técnicas de eletroforese de campo pulsado (Schwartz e
Cantor, 1984; Carle et al., 1986) foi possivel identificar bandas cromossémicas

nestes parasitas. O genoma nuclear do T. cruzi consiste, em média, de 43 a 50
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Mpb de DNA distribuidos entre 30 a 40 bandas cromossémicas que
apresentam tamanhos de 0,45 a 4,0 Mpb (Johnston et al., 1999).

Em 2001, trés instituicbes — The Institure for Genomic Research (TIGR),
Seattle Biomedical Research Institute (SBRI) e Karolinska Institutet — fizeram
um consoércio (TSK) cujo objetivo foi o seqienciamento do genoma de T. cruzi.
A cepa eleita foi a CL Brener, por ser bem caracterizada experimentalmente
(Zingales et al., 1997) e os primeiros resultados foram liberados no final de
2004. Estima-se que o tamanho do genoma hapldide desta cepa é de
aproximadamente 55 Mpb, bem maior do que o esperado (El-Sayed et al.,
2005a).

Calcula-se que 50 % do genoma nuclear seja constituido por seqiiéncias
repetitivas. Neste conjunto, encontram-se alguns genes de proteinas — como 0s
que codificam tubulina e grandes familias de genes codificadores de
glicoproteinas de superficie —, genes de RNAs — como rRNA e RNA da
sequéncia lider — e um numero majoritario de sequiéncias repetitivas — mini- e
microssatélites e elementos genéticos moéveis. Retrotransposons ocupam
aproximadamente 5 % do genoma (El-Sayed e al., 2005a). Estas sequéncias
repetitivas podem estar em tandem ou espalhadas em diferentes locus no

genoma.

Aproximadamente 60 % do genoma contém sequéncias codificadoras. A
estimativa do numero de genes por genoma hapléide € de aproximadamente
12000. Em 60 Mbp, foram identificados cerca de 3600 pseudogenes. Dentre os
genes codificadores de proteinas, 18% sao constituidos de familias de
proteinas de superficie — superfamilia das trans-sialidases, mucinas, gp63 e

proteinas de superficie associadas a mucina (MASPS).

1.3.2 Biologia Molecular do Trypanosoma cruzi

Os tripanosomatideos apresentam transcricao policistronica (Johnson et
al., 1987; Kooter et al., 1987), mas mRNAs maduros monocistrénicos. Os

transcritos policistrénicos, em muitos casos, apresentam varias repeticées de
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um mesmo gene em um arranjo em tandem (Swindle e Tait, 1996). Este tipo de
arranjo foi descrito para genes que codificam proteinas de choque térmico
(Dragon et al., 1987) da familia das transialidase/neuroaminidase (Beard et al.,
1988), cruzipaina (Campetella et al., 1992), tubulina (Maigon et al., 1988;
Soares et al.,, 1989), enzima fosfoenol piruvato carboxi-quinase (Linss et al.,
1993) da familia dos transportadores de hexoses (Tetaud et al., 1994) e para

as glicoproteinas tipo mucina (Di Noia et al., 1995; Di Noia et al., 2000).

Também foram descritos nos tripanosomatideos, transcritos
policistronicos contendo informagbes de genes ndo relacionados
funcionalmente, como por exemplo, os transcritos dos genes presentes no
locus das glicoproteinas variaveis de superficie (VSG) (Johnson et al., 1987;
Kooter et al.,, 1987; Pays et al., 1989). Neste caso, pelo menos 11 genes
diferentes (ESAGs — Expression Site Associated Genes) estdo associados ao
sitio de expressdao das VSGs, cujos transcritos apresentam importantes
diferencas tanto nos nivéis dentro da célula com na taxa de traducdo. Outros
relatos descrevem também sitios de expressao onde diferencas nos niveis de
MRNAs sdo observadas para 0s genes pertencentes a mesma unidade
transcricional (Gibson et al., 1988; Revelard et al.,, 1993). A transcricdo de
forma policistrénica diminui o papel potencial de promotores na modulacdo da
expressao génica, favorecendo a relevancia dos mecanismos de controle pos-

transcricional.

Na maioria das células eucaritticas, a regido estrutural dos genes que
codificam polipeptideos € formada por uma série de exons (sequéncias
codificantes) e introns (sequéncias ndo codificantes). A transcricdo € iniciada
através de varios fatores transcricionais que se ligam ao sitio de iniciacao da
transcricdo, mobilizando e ativando a RNA polimerase Il que estende a
transcricdo até um sitio terminador. Um residuo de metil guanosina trifosfato
(Gppp) é adicionado na extremidade 5 do transcrito primario (Cap), enquanto
que, por um processo denominado poliadenilagdo, a cauda poli-A é inserida na

porgcado 3’ nao traduzida (3’'UTR) do mRNA. Através do processo de cis-splicing
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ocorre a remocdo das sequéncias de introns e a unido das sequéncias de

exons adjacentes (Lodish et al., 2000).

Embora exista evidéncia de que apenas um gene seja processado pelo
cis-splicing em tripanosomatideos, um outro processo denominado trans-
splicing foi descrito e mostrou-se essencial na maturacdo dos mRNAs. Estudos
feitos pioneiramente com os genes das VSG mostram que uma sequéncia
comum € adicionada a extremidade 5 dos transcritos (Sutton e Boothroyd,
1986). A adicdo desta sequéncia nucleotidica comum, denominada mini-exon
(ME) ou spliced leader (SL), mostrou-se depois comum a todos os mRNAs de
tripanosomatideos (Walder et al., 1986), sendo efetuada através da reacdo de
trans-splicing (Agabian, 1990). Esta reacdo acrescenta a extremidade 5’ dos
precursores dos MRNAs dos tripanosomatideos 39 nucleotideos, cuja
sequéncia é espécie-especifica (Luo et al.,, 1999). Esta sequéncia é
proveniente de um precursor, SL-RNA, de cerca de 135 a 141 nucleotideos
para T. brucei, (Sutton e Boothoroyd,1986) e 110 nucleotideos para T. cruzi
(Zwierzynski e Buck, 1991). A maquinaria envolvida no trans-splicing é muito
semelhante aquela presente no cis-splicing de outros eucariotos (Agabian,
1990; Vanhamme e Pays, 1995). O mini-exon ou spliced-leader fornece a todos
os mRNAs a estrutura do tipo cap (analogo ciclico de guanosina tri-fosfatada)
presente na extremidade 5 dos mRNAs eucariéticos (Luo et al.,1999). O
processamento dos RNAs precursores, através da adicdo da cauda
poliadenilada na regido 3’ e da sequéncia do mini exon na regido 5’, permite
que genes transcritos de forma conjunta resultem em mMRNAs maduros
independentes e possam sofrer diferentes niveis de regulacdo. A localizacao
dos sitios de adicdo da cauda poli A e do sitio de adicdo do mini-exon seria
determinada por regides ricas em polipirimidinas (Lebowitz et al., 1993). Estas
regides, quando deletadas, alteram a posicdo da adicdo de ambas as
extremidades. (Berberof et al.,1995; Lebowitz et al., 1993; Hug et al., 1993;
Matthews et al.,, 1994; Vassella et al., 1994). Como este procedimento €&
efetuado de forma bi-direcional, os modelos mais aceitos sugerem que

enquanto o mini-exon é adicionado a extremidade de um transcrito, a cauda
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poli A é inserida no transcrito adjacente dentro da mesma unidade
transcricional (Lebowitz et al., 1993).

Apenas alguns promotores de genes que codificam para proteinas foram
funcionalmente identificados em tripanosomatideos. Os primeiros promotores
caracterizados foram o0s promotores relacionados a transcricdo das
glicoproteinas majoritarias de superficie do T. brucei: prociclina e VSG (Pays et
al., 1990; Rudenko et al., 1990; Zomerdijk et al., 1990). Estes promotores
apresentam peculiaridades em relacdo aos promotores de genes transcritos
por RNA polimerase Il de eucariotos, pois a RNA polimerase associada aos
mesmos nao é inibida por a-amanitina (Clayton et al., 1990; Kooter e Borst,
1984; Rudenko et al., 1989; Zomerdijk et al., 1990). Estes promotores guardam
similaridades com promotores dos genes codificadores para 0s RNAs
ribossomais (Sherman et al., 1991; Brown et al., 1992; Janz e Clayton, 1994).
Os trés tipos classicos de RNA polimerase, em relacdo a sensibilidade a -
amanitina, ja foram identificados em tripanosomatideos (Cornelissen et al.,
1989; Cornelissen et al., 1990;) e a maior subunidade de cada enzima ja foi
clonada e caracterizada (Evers et al., 1989; Jess et al., 1989; Grondal et al.,
1989). A RNA polimerase Il das espécies de tripanosomatideos mostraram
peculiaridades em relacdo a um possivel dominio regulador (heptapeptideos C-
terminais) (Evers et al., 1989). Também foi evidenciada a capacidade da RNA
polimerase | em transcrever mRNAs (Rudenko et al., 1991; Zomerdijk et al.,
1991). Existe certa controvérsia em relacdo ao tipo de RNA polimerase
envolvida na transcricdo dos genes de VSG e prociclina. Alguns grupos
aceitam gue estes genes sao transcritos por uma RNA polimerase |, enquanto
outros sugerem a presenca de uma RNA polimerase Il distinta associada a
expressao dos mesmos (revisto em Vanhamme e Pays, 1995). Enquanto estes
antigenos majoritarios sdo expressos de forma estagio-especifica, o0s
promotores sdo ativos tanto nas formas prociclicas quanto nas formas
sanguineas do T. brucei (Pays et al., 1990), indicando que mecanismos de
regulacdo devem ser atuantes. No caso da VSG, por exemplo, apenas um dos
sitios de expresséo é ativo nas formas sanguineas, sendo que as transcri¢coes

das outras copias espalhadas pelo genoma sdo abortadas apds seu inicio
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(Vanhamme et al., 1995; Vanhamme e Pays, 1995). Neste caso, evidenciou-se
a primeira regulacdo transcricional estagio-especifica na expressdo de genes

tripanosomatideos.

Embora ndo tenham sido caracterizados outros promotores para genes
que codificam para proteinas em tripanosomatideos, experimentos mostram
que muitas sequéncias intergénicas de diferentes grupos de genes (clusters)
podem induzir a expressao de genes repdrteres nestes parasitas. Por exemplo,
sequéncias intergénicas do cluster da tubulina (Curotto-de-Lafaille e Wirth,
1992), ou da proteina de choque térmico HSP 83 (Aly et al., 1993) em
Leishmania, ou da amastina em T. cruzi (Texeira et al., 1995), foram capazes
de estimular a transcricdo de genes reporteres. E interessante notar que em T.
cruzi, niveis de inducdo significativamente superiores sdo obtidos quando se
utilizam vetores de expressédo transiente contendo a sequéncia do promotor
ribossomal (Lu e Buck, 1991; Tyler Cross et al., 1995). Assim, a RNA
polimerase | parece ser capaz de transcrever mRNAs em tripanosomatideos
(Rudenko et al., 1991; Zomerdijk et al., 1991) ou, alternativamente, a RNA
polimerase Il pode iniciar a transcricdo a partir de promotores para a RNA

polimerase I.

Apesar de existirem indicios de modulacédo da expressao génica durante
a transcricdo em tripanosomatideos (Pays et al., 1990; Rudenko et al., 1990;
Zomerdijk et al., 1990; Urmenyi et al., 1992; Graham e Barry, 1995; Lee, 1996),
muitos dos dados obtidos até o momento apontam para um papel mais

relevante da modulacdo dos eventos pds-transcricionais.

Dados bem consistentes sobre elementos envolvidos com o0s
mecanismos de regulacdo da expressdo génica em tripanosomatideos sao
provenientes de estudos relacionados com a estabilidade de certos mRNAs. A
diferenca na estabilidade do RNA, de acordo com a forma evolutiva do
parasita, pode estar em parte associada a presenca de sequiéncias reguladoras
nas regides nao traduzidas. Experimentos de transfec¢cdo, com a utilizagao de

genes reporteres, confirmam a hipdtese do papel destas regides através da
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diferenca de estabilidade observada nos transcritos do gene repOrter nos
diferentes estagios evolutivos do parasita. Foram descritos elementos
presentes nas regides 3’ UTR que aumentam a estabilidade dos mRNAs em
determinadas fases do ciclo de vida, enquanto diminuem a estabilidade dos
mesmos transcritos em outras formas do parasita. Por exemplo, a regido 3’
UTR do gene da prociclina aumenta a estabilidade deste transcrito nas formas
prociclicas do T. brucei (Hehl et al., 1994) e mapeamento fino desta regiao (297
bases) evidenciou a presenca de um elemento regulador positivo e pelo menos
um elemento regulador negativo (Furger et al., 1997). Em relacdo a VSG,
também foi caracterizado um elemento localizado na regido 3’ n&o traduzida,
gue confere maior estabilidade ao gene reporter nas formas sanguineas do que

nas formas prociclicas do T. brucei (Berberof et al., 1995).

Regides 3’ UTR de outros genes mostraram-se importantes no controle
da expressdo génica em tripanosomatideos. Por exemplo, regibes UTR
presentes no mMRNA de amastina, de cruzipaina (Teixeira et al., 1995; Tomas e
Kelly, 1996; Coughlin et al., 2000), gp 72, gp 85, HSP 60 e da gliceraldeido 1-
fosfato desidrogenase de T. cruzi (Nozaki e Cross, 1995). Estes resultados
comprovam o envolvimento das regides 3' UTRs no controle pos-transcricional

destes genes em tripanosomatideos.

Embora a maior parte destes relatos localizem este tipo de elemento na
regidao 3’ UTR, também foi descrita a presenga de elementos reguladores na
regidao 5 UTR. No caso da expressdo da enzima DNA topoisomerase de
Crithidia fasciculata, foi demonstrado o envolvimento de duas regides
regulatérias de aproximadamente oito nucleotideos localizadas na porgao 5’
UTR de seu mRNA. A delecéo destas regifes resulta na expressao constitutiva

desta enzima durante o ciclo de vida de C. fasciculata (Pasion et al., 1996).

Em resumo, os mecanismos envolvidos na regulacdo da expressao
génica em tripanosomatideos parecem ser distintos dos mecanismos
comumente encontrados em eucariotos superiores sendo que a maior parte

dos eventos de regulacéo da expressdo génica parece ser pos-transcricional.
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Evidéncias sobre um possivel controle traducional também foram
observados em tripanosomatideos. Os niveis de transcritos de uma serina-
treonina quinase, denominada NRK, eram constitutivamente similares em todo
0 ciclo celular do T. brucei, no entanto, altos niveis desta proteina eram
encontrados nas formas sangiiineas do parasita (Gale Jr et al., 1994). O
mesmo foi observado em algumas proteinas expressas por T. cruzi, tais como,
a cruzipaina (Tomas e Kelly, 1996), topoisomerase |l (Fragoso et al., 1998) e
KMP 11, uma proteina de 11 kDa associada ao citoesqueleto do parasita
(Thomas et al., 2000). Apesar de niveis similares de mMRNA estarem presentes
em todas as formas evolutivas do parasita, 0s niveis de proteinas eram

maiores nas formas epimastigotas em relacéo as outras formas.

Alguns relatos na literatura sugerem que a regulacdo da expressao de
alguns genes em T. cruzi pode ocorrer durante a mobilizacdo deste mRNAs
para o polissoma. Este tipo de regulacdo foi evidenciado para 0os genes que
codificam tubulina, metaciclogenina, cblpl e Tcimp4 (Carvalho et al., 1990;
Avila et al., 2001; Dallagiovanna et al. 2001; Fragoso et al., 2003).

A maioria dos estudos sobre a regulacdo da expressdo génica em
tripanosomatideos envolve genes que sao abundantemente expressos em um
determinado estagio do desenvolvimento, tais como genes que codificam VSG,
M-VSG, prociclina, amastina, neuroaminidases e gp72 (Texeira et al., 1995;
Vanhame e Pays, 1995; Pays e Nolan, 1998; Graham et al. 1998; Abuin et al.,
1999). Nesses casos, apesar de existir algum tipo de regulacdo durante a
traducdo, outros mecanismos parecem ser predominantes na regulacdo da
expressao desses genes notadamente em eventos associados a degradacédo

seletiva de algumas espécies de mRNAs.

1.4 A GENOMICA FUNCIONAL E TECNOLOGIA DE MICROARRANJOS

Atualmente ha disponivel um grande numero de sequéncias de
tripanossomatideos, fruto inicialmente de esforgcos isolados na caracterizacao

de genes e mais recentemente de consorcios para analise em larga escala,
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com a utilizacdo de metodologias de high throughput. A partir destes dados,
varias metodologias podem ser utilizadas para o melhor entendimento da
biologia destes organismos. Uma destas metodologias € o microarranjo de
acidos nucléicos, descrita inicialmente em 1995 por Peter Brown e
colaboradores (Schena et al., 1995) e, desde entdo, ela vem sendo utilizada
intensamente nas mais diversas areas, como cancer e estudo do ciclo celular

de leveduras.

Uma das mais importantes aplicacbes de arranjos é a monitoracdo da
expressdo génica. A colecdo de genes que € expressa ou transcrita do DNA
genbmico, algumas vezes referida como transcritoma, € sem davida uma das
maiores determinantes do fendtipo e funcdo celular. A transcricdo do DNA
gendmico para produzir mMRNA é o primeiro passo para sintese protéica, e
diferencas na expressao do gene sao responsaveis por diferencas fenotipicas e
morfoldgicas (Cho et al., 1998).

Os microarranjos sdo produzidos a partir da aplicacdo de moléculas de
DNA, denominadas sondas (oligonucleotideos, cDNAs, produtos de PCR, entre
outros, normalmente representando genes) em uma matriz. A impressao é
coordenada por um robd que carimba uma aliquota de cada produto génico em
um certo numero de matrizes em uma operacado em série (Duggan et al., 1999).
Atualmente, o0s microarranjos sao geralmente feitos em laminas para
microscopia que apresentam baixa fluorescéncia intrinseca. Elas séo
revestidas com poli-lisina, amino silanos ou reativos de amino silanos, o que
facilita a adesdo do DNA ao vidro. Na maioria dos casos, o DNA é fixado a
matriz por irradiacdo ultra violeta (Cheung et al., 1999). Os alvos do
microarranjo sdo normalmente representacdes de moléculas de cDNA (Duggan
et al., 1999) marcadas com os fluoréforos, Cy-3, Cy-5, pois, apresentam
relativa eficiéncia de incorporacdo por meio de uma reacdo de transcritase
reversa, boa fotossensibilidade e, quando excitados, emitem espectros néo

sobrepostos (espectro verde e vermelho respectivamente).

27



Um dos aspectos mais interessantes da analise de expressado génica em
larga escala através de hibridacdo de microarranjos é a possibilidade de
desenvolvimento de agrupamentos com expressdo coordenada. Existem
algumas metodologias para a confeccdo destes agrupamentos, as quais
baseiam-se em algoritmos matematicos muito semelhantes aqueles utilizados
para a construcao de filogenias através da comparagdo de sequéncias de DNA

de diferentes organismos.

Os microarranjos comecaram a ser utilizados para estudos em
tripanossomatideos em 2002. Diehl et al. compararam mRNA total de T. brucei
de duas formas distintas, a prociclica e a sanglinea, usando um microarranjo
de aproximadamente 20000 produtos de PCR referentes a clones de uma
biblioteca de fragmentos gendmicos. Apenas 2% das sondas se mostraram
diferencialmente expressas e a maioria delas correspondia a genes como VSG,
ESAGs, PARP e HSPS83.

Saxena et al. (2003) utilizaram microarranjos de aproximadamente 9200
sequéncias para avaliar a diferenciacdo das formas prociclicas para
metaciclicas de Leishmania major. O material utilizado foi o mMRNA total celular
e menos que 2% dos genes se mostraram com a expressdo alterada no

processo de diferenciacao.

Minning et al. (2003) realizaram o primeiro trabalho utilizando
microarranjos para a analise de T. cruzi. O arranjo consistia em 4400
fragmentos genémicos. O processo estudado foi a diferenciacdo in vitro da
forma tripomastigota para a amastigota. Menos que 1,5% das sondas

mostraram-se diferencialmente expressas.

Posteriormente, trés trabalhos utilizando Leishmania como modelo foram
publicados. Guimond et al. (2003) utilizaram um microarranjo direcionado para
genes envolvidos com resisténcia a drogas, contendo apenas 44 genes.
Akopyants et al. (2004) utilizaram um microarranjo de aproximadamente 22000
sondas (metade de genes conhecidos, metade de clones gendmicos) e

avaliaram as diferencas no mRNA total entre as formas do ciclo de vida.
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Apenas 3,2% das sondas mostraram expressao diferencial. Almeida et al.
(2004) utilizaram um microarranjo de aproximadamente 1800 sondas
originarias de uma biblioteca de cDNA de L. major comparando as formas
prociclicas, metaciclicas e amstigotas a fim de selecionar genes

diferencialmente expressos nos estagios em questao.

Baptista et al. (2004) utilizaram microarranjos de 730 sondas para
comparar duas cepas distintas de T. cruzi: CL Brener e Silvio, através da
hibridizacdo de DNA e de RNA. Um total de 68 e 84 sondas mostrou-se

diferente nas comparacdes envolvendo DNA e RNA, respectivamente.

Brems et al. (2005), utilizaram uma versdo ampliada do microarranjo de
Diehl et al. (2002) para comparar diferengas tanto no mRNA total quanto no
RNA associado a polissomos em duas cepas de T. brucei. Em quaisquer das
fracbes de RNA encontrou-se diferenca na expressao de aproximadamente 2%

dos genes.

Leifso et al. (2007) utilizaram microarranjos de oligonucleotideos
representando 8160 genes a fim de analisar o perfil de expressdo de mRNA
das formas promastigotas e amastigotas de L. major. Foi observado que mais
de 94% dos genes eram expressos em ambas as formas. Estes resultados
sugerem que 0 genoma deste parasita € constituivamente expresso e que a
Leishmania adapta-se a seus hospedeiros utilizando genes adequados para 0s

diferentes ambientes a qual é exposto.

Saxena et al. (2007) utilizam microarranjos de DNA para investigar o
provavel papel dos RNAs na diferenciacdo de promastigotas em amastigotas
de L. donovani. Resultados deste estudo indicam que hd mudancas especificas
na expressao génica durante a diferenciagdo do parasita. Alguns genes tém
sua expressao alterada no inicio da diferenciacao celular, outros somente no
final. Ainda foi possivel notar que um numero substancial de genes tem sua
expressao transiente, super ou sub-regulados, durante a diferenciacao; e
mudancas permanentes na expressdo génica sdo observadas durante esta

fase.
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A avaliagdo do transcriptoma durante a metaciclogénese em
Trypanosoma cruzi através do uso de microarranjos de DNA permite a
identificacdo de genes cujos niveis de mMRNA mudam durante o processo.
Esses genes podem estar envolvidos diretamente na determinacdo do
processo biolégico. Além da identificacdo de genes candidatos a estarem
atuando, direta ou indiretamente, no processo de metaciclogénese, a utilizacao
de microarranjos de DNA permite avaliar o processo de forma menos
qualitativa, a qual seria representada pela identificacdo e descricdo dos genes
diferencialmente expressos. Essa avaliacdo mais quantitativa do processo
pode ser feita de diferentes formas, desde a contagem de genes
diferencialmente expressos em cada etapa do processo, a contagem apés sua
separacdo de acordo com a fracdo de mRNA celular, até a utilizacdo de
técnicas que avaliam os dados em dimensionalidades maiores, como o célculo
de distancias inter-génicas baseadas nos valores de expresséo diferencial e

posterior agrupamento das amostras através das distancias calculadas.

No presente estudo, diferentes abordagens quantitativas e qualitativas
foram utilizadas para a obtencdo de sumarizagdes dos dados. E muito
importante salientar que, em um estudo genémico-funcional por microarranjos,
a quantidade de dados obtida € muito grande e o nimero de técnicas analiticas
passiveis de serem utilizadas é ainda maior. Essa amplitude de analises
possiveis se torna ainda maior quando se utiliza uma abordagem de série de
tempo, como a que é implementada de forma discreta no presente estudo, e se
tenta avaliar a expressao diferencial por meio de duas representacées distintas
e parcialmente interpoladas do transcriptoma celular, como € a utilizacdo do

MRNA polissomal da célula.

1.5 PROTEOMICA E A ESPECTOMETRIA DE MASSA

1.5.1 Aspectos Gerais

O termo “proteoma” foi proposto em 1993 por Mark Wilkins e Keith

Williams para referir-se a identificacdo sistematica do complemento protéico
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total do genoma (Blackstock e Weir, 1999; Lopez, 1999), ou seja, se refere ao
conjunto de proteinas que sdo expressas pelo genoma de um organismo ou
tipo celular (Haynes e Yates, 2000). Entretanto, este termo pode também ser
usado em um sentido menos universal, para referir-se ao conjunto de proteinas

que esta sendo expresso hum dado momento da vida da célula (Abbot, 1999).

As proteinas sdo muito ricas em informacgéo biolégica. Suas atividades
especificas, tipos de modificacdo, associagdo com outras biomoléculas e os
niveis de expressdo sao essenciais para a descricdo de sistemas biologicos
(Aebersold, 2003).

O sequenciamento do genoma tem sido prioridade da pesquisa em
Biologia Molecular nos ultimos anos. Atualmente, ja sdo conhecidos que 23
genomas de eucariotos estdo completos, 195 em fases finais de concluséo e
221 projetos estdo em desenvolvimento. A quantidade de informagéo
disponivel em banco de dados é praticamente duplicada a cada 12 meses
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/Genome/org.html). Entretanto, essa imensa
qguantidade de informacéo, por si s0, revela muito pouco a respeito de como as

proteinas operam nos organismos (Wilkinks e Hochstrasser, 1996).

Contrariamente ao genoma, que funciona como repositério estatico da
informacdo genética e cujo conteudo ndo muda com o tempo, 0 proteoma é

altamente dinamico.

Um Unico genoma pode gerar um nimero muito grande de proteomas,
dependendo de varidveis como estagio do ciclo de crescimento, disponibilidade
de nutrientes, temperatura, resposta ao estresse, condicdes patologicas e

diferencas entre estirpes (Cabhill et al., 2001).

ApOs a sequéncia completa do genoma de um organismo ter sido
determinada, quadros de leitura aberta ou ORFs (Open Reading Frames), nas
sequéncias de nucleotideos podem ser preditas, identificando todas as
provaveis proteinas codificadas. A confiabilidade das ORFs preditas € baixa

para genes pequenos ou genes com pouca ou nenhuma homologia com outros
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genes conhecidos. Entre estas ORF’s, muitas codificam para proteinas ditas
hipotéticas, cuja comprovacdo da existéncia estd baseada unicamente em
analises computacionais das sequéncias gendmicas e suas funcbes sao
desconhecidas (Cash 2002). Aproximadamente 30% das ORF’s de organismos
ja sequenciados codificam para proteinas hipotéticas, cuja comprovacdo de
existéncia requer seu aparecimento fisico. A confirmac¢do de um produto génico
através da analise protebmica € um passo importante complementar a
anotacdo do genoma (Pandey e Mann, 2000). Em um estudo protedémico
realizado por Cash e colaboradores (1998) com Hemophilus influenzae foram
observadas, entre as proteinas mais abundantes, os produtos de 19 ORFs
hipotéticas demonstrando, portanto, a importancia desta analise para o

conhecimento detalhado do genoma e a funcionalidade dos genes anotados.

As proteinas podem sofrer modificagbes pds-traducionais como
fosforilacdo, metilacao, acetilacdo e clivagem proteolitica, entre outras. Por este
motivo, a estrutura final e funcdo das diversas proteinas ndo podem ser
definidas com base apenas nas sequéncias nucleotidicas dos genes que as
codificam (Cahil et al. 2001). Em anélise com gel biodimensional, observou-se
que em bactérias, um Unico gene pode codificar para uma ou mais proteinas
resultado de modificacbes pos-traducionais e poés-transcricionais (Wilkinks et
al., 1996). Até mesmo para organismos pouco complexos, como o Mycoplasma

genitalium, existem 24% mais proteinas do que genes (Abbot, 1999).

O grande numero de informacdes obtidas pelo seqienciamento do
genoma sugere possiveis modos de expressdo do genoma, mas nao prové
dados sobre eventuais modificacdes pos-traducionais, assim como, do controle
da atividade em resposta a condicbes particulares. Este problema pode ser
minimizado através do estudo da expressao génica através dos niveis
protéicos (Dunn,1998). Analise do mRNA fornece informacfes a respeito da
funcd@o génica, porém este € um modo indireto, tendo em vista que 0s mMRNA
sdo os intermediarios na expressdo da informacdo genética (entre DNA e

proteina) e ndo as entidades funcionais em si. Além disso, diversos estudos
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demonstraram que ha baixa correlagdo entre a abundancia de mRNA na célula
e proteinas (Oliver, 2000).

A Prote6mica tem como objetivo estudar as propriedades das proteinas,
seus niveis de expressdo, suas funcbes, modificacbes pobs-traducionais,
interacdes entre proteinas e mecanismos regulatorios (Blackstock e Weir,
1999). Uma descricao completa do proteoma de um organismo fornece, nao
apenas um catalogo do conjunto de proteinas que esta sendo expresso pelo
genoma, mas também dados de expressao celular sob condi¢cdes definidas e a
distribuicdo dessas proteinas na célula (Cash, 1998). Portanto, o passo do
genoma para o proteoma € um passo do nivel da informagédo genética para a
funcdo celular. As concentracbes de proteinas que s&o alteradas em
determinadas condi¢bes fisiologicas mostram quais fungbes sofrem

modificacdes (Jungblut, 2001).

1.5.2 Identificacdo de Proteinas por Espectrometria de Massa

A possibilidade de identificar rapidamente um grande numero de
proteinas através de espectrometria de massa (MS) foi um enorme avanco na
area da protedmica. Em 2002, John B. Feen e Koichi Tanaka receberam o
prémio Nobel em quimica pelo aprimoramento das técnicas de ionizacao
brandas utilizadas em ionizacdo por eletronspray (ESI) e ionizacdo por
remocao a laser assistida por matriz (MALDI), respectivamente. Estas técnicas
sdo consideradas brandas pela sua capacidade de gerar ions a partir de
macromoléculas ndo volateis, sem ou com muito pouca fragmentacdo da

molécula analisada.

A tripsina, normalmente utilizada para a digestdo das proteinas, faz
clivagem especifica C-terminal adjacente a residuos de arginina e lisina,
gerando um conjunto de peptideos Unicos cujas massas sao determinadas por
espectrometria de massa (Shevchenko et al., 1996; Cagney et al., 2003) e que
podem ser considerados como impressao digital daguela molécula (Quadroni e
James, 2001).
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A espectrometria de massa determina a massa molecular através da
relacdo carga/massa (m/z) de ions gerados a partir da molécula analisada.
Atualmente, MALDI e ESI séo as tecnologias utilizadas para ionizacdo das
proteinas e sua subsequente identificacdo (KOPKE, 2003). O equipamento
MALDI, acoplado a um analisador de massas tipo tempo de v6o (TOF — Time
of flight), € normalmente utilizado para a realizacdo da impressao digital de
peptideos (PMF — Peptides Mass Fingerprint) de proteinas e outras moléculas
(Aebersold e Goodlet, 2001).

A identificacdo de uma proteina através dos valores das massas
moleculares de seus peptideos € realizada por comparacéo in silico através de
pesquisa em banco de dados disponiveis como o Mascot, Sequest, ProFound,
Ms-Fit, dentre outros.

O programa Sequest faz uso de um algoritmo computacional que
compara as massas determinadas para peptideos proteoliticos com as massas
calculadas para todas as clivagens enzimaticamente possiveis dos produtos de
cada ORF predita pela sequéncia genémica de organismos presentes em base
de dados. A proteina é identificada baseando-se na avaliacdo dessa
comparacao. As diversas bases de dados utilizadas sdo o Genbank, o

SwissProt Database, o Protein Database e o EMBL.

A identificacdo é fortemente influenciada pela quantidade de proteina na
amostra, grau de modificacdo pos-traducional, qualidade das buscas
automaticas e presenca da proteina nos bancos de dados. O conhecimento do
genoma de um organismo € de grande importancia para permitir a identificacao

exata das proteinas pelo padréo de peptideos.

1.5.3 Tipos de Estudos Proteémicos

Existem diversos tipos de estudos protedbmicos. A abordagem
protedmica classica € o estudo da expressdo global de proteinas (Expression
Proteomics), que envolve a criagdo de mapas quantitativos das proteinas

expressas a partir de extratos de células ou tecidos. Os perfis protéicos dos
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proteomas expressos sob diferentes condi¢des fisiologicas sdo comparados.
Informacdes deste tipo de estudo podem permitir a identificacdo de proteinas
de transducdo de sinal ou identificar proteinas especificas de estados
patolégicos e estados fisioldégicos diversos (Graves e Haystead, 2002).
Normalmente, a separagéo das proteinas é feita por eletroforese bidimensional
e a identificacdo através de espectrometria de massa (Jocelyn e llag, 2002).
Em abordagens denominadas como Shotgun Proteomics, uma mistura de
proteinas é digerida com uma protease especifica; os peptideos resultantes
sdo separados por meio de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e
analisados por espectrometria de massa (LC-MS/MS) (Schwartz et al., 2002;
Hancock et al., 2002).

A disponibilidade de sequéncias genbmicas tem permitido um estudo
mais detalhado do proteoma de diversos organismos utilizando técnicas como
microarranjos de proteinas, bloqueio sistematico de genes e eletroforese
bidimensional. Utilizando os dados do genoma € possivel realizar analises
protedmicas in silico (Matte et al.,2003). Programas como o Proteogest s&o
capazes de realizar a digestéo triptica de um proteoma e analisar os peptideos
resultantes. Desta maneira, sdo geradas estatisticas descritivas para o
proteoma intacto ou proteoliticamente digerido (Cagney et al., 2003). O
conhecimento de tais dados pode auxiliar no planejamento de proteomas

experimentais.

Uma série de trabalhos envolvendo abordagens protebmicas de
parasitas ja foram publicados. Com o decorrer dos anos, técnicas cada vez
mais avancadas para identificacdo de proteinas foram sendo utilizadas e
possibilitaram um maior conhecimento das proteinas que constitui 0s

organismos em questao.

Em 2002, o grupo de Babara Papadopoulou, demonstrou a comparagao
dos padrbes de expressdo de proteinas entre formas promastigotas (formas
extracelulares) e amastigotas (formas intracelulares) de Leishmania infantum

utilizando a técnica de eletroforese em gel biodimensional (2-DE) em conjunto

35



com a identificagcdo por LC-MS/MS. Neste caso, foram resolvidas em gel
biodimensional cerca de 2000 proteinas, o que equivale a cerca de 25% de
proteinas preditas do parasita. Destas, 62 foram identificadas como sendo
diferencialmente expressas, possibilitando identificar proteinas candidatas ao

desenvolvimento de vacinas e novas dorgas.

Bente et al., 2003, também observaram mudan¢cas no padrdo de
expressdo de proteinas quando comparadas formas promastigotas e
amastigotas de L. donovani, utilizando a técnica de 2-DE e a identificagdo de
proteinas por MALDI-TOF. Neste trabalho também foram identificadas
proteinas estagio-especificas, assim como, proteinas que tinha um caréater
aumentado ou diminuido quando relizado a diferenciacéo in vitro induzida pelo
calor. A diferenca principal deste trabalho, em relacdo ao artigo acima citado,

foi a separacéo das proteinas de acordo com grupos funcionais.

Paba et al., 2004a, realizaram experimentos utilizando as metodologias
de 2-DE em T. cruzi. Andlises de géis bidimensionais associadas a
identificacdo de proteinas por MALDI-TOF das formas tripomastigotas,
amastigotas e epimastigotas revelaram poucas diferencas na expressao de
proteinas quando comparadas as trés formas evolutivas. Paba et al., 2004b,
estudaram a amastigogénese in vitro do T. cruzi usando a tecnologia de ICAT,
na qual, 41 proteinas foram identificadas e classificadas em trés grupos

funcionais.

Parodi et al., 2004, padronizaram e geram um protocolo reprodutivel de
analise por gel 2-DE para realizacdo de mapas de proteinas das formas
epimastigotas do T. cruzi. E mais recentemente, este mesmo grupo em
colaboracdo com o IBMP, analisou o processo de metaciclogénese in vitro do
T. cruzi por gel 2-DE acoplado a metodologia de MALDI-TOF. Foram gerados
mapas 2D de diversos pontos do processo de metaciclogénese visando a
analise dos diferentes perfis de expressao de proteinas entre 0s pontos. Assim
foi possivel, por exemplo, identificar proteinas Unicas da forma tripomasntigotas

metaciclicas (Parodi et al., 2007).
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Atwood, et al. (2005) realizaram a analise do proteoma de quatro fases
evolutivas do T. cruzi (epimastigotas, triposmatigotas metaciclicos, amastigotas
e tripomastigotas) através da metodologia de LC-MS/MS. Um total de 2784
proteinas foram identificadas e destas, cerca de 1000 sdo provenientes de
genes anotados com hipotéticos. Foi observado que durante a diferenciacao
celular do parasita uma série de mudangcas moleculares, bioquimicas e

celulares foram notadas.

Como podemos observar, ha uma série de técnicas de protedmica
empregadas a fim de identificar proteinas nas diferentes formas evolutivas dos
parasitas. Sendo assim, as ferramentas protedmicas podem levar, por
exemplo, a descoberta de alvos potenciais para o desenvolvimento de drogas e

vacinas.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi comparar os efeitos no T. cruzi, apos
a imposicao de diferentes tipos de estresse, seja através da andlise da taxa de
diferenciacéo celular e da infectividade, assim como, dos perfis de expresséo
génica do T. cruzi submetidos a diferentes tipos de estresse utilizando técnicas
de microarranjos de DNA e espectometria de massa. Tendo também como

objetivos especificos os seguintes topicos:

Quantificar a taxa de metaciclogénese in vitro apds a imposi¢do dos distintos
tipos de estresse (estresse nutricional, estresse de pH e estresse de
temperatura) através da contagem diferencial de formas epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicas em diferentes periodos de tempo.

Analisar a capacidade infectiva dos tripomastigotas metaciclicos provenientes
dos diferentes tipos de estresse ap0s ensaios in vitro (infeccao de células Vero)

e in vivo (inoculagdo em camundongos e triatomineos).

Analisar o perfil de genes expressos pelo parasita quando submetidos
diferentes condi¢Bes de estresse através de microarranjos de DNA.

Selecionar genes diferencialmente expressos nos tipos de estresse propostos.

Analisar o perfil de proteinas identificadas apos a imposicdo dos diferentes

estresses por espectometria de massa.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PROCEDENCIA DOS REAGENTES E MATERIAIS
Ambion: MessageAmpTM Il aRNA Kit.
Amicon: Microcon 30.
Amersham-Pharmacia Biotech: dCTP-Cy3; dCTP-Cy5; dNTPs;
RNAse H; Tag DNA polimerase.
BioRad: Agarose; azul de bromofenol; xilenocianol.
Corning: Laminas para microarranjo CMT GAPS.
Cult-lab: Soro fetal bovino.
Difco: Extrato de levedura; infuso de figado; triptose, Aminoéacidos.
Invitrogen: Kit “BioPrime DNA Labeling System”; A DNA/Hindlll; DTT;
EDTA,; fenol; RNA ladder; hexameros aleatérios; sacarose; Superscript™
II; trisma base; RNase OUT™.
Merck: Acetato de sodio; acido acético; acido borico; acido cloridrico;
alcool isoamilico; citrato de sodio; cloreto de célcio; cloreto de litio;
cloreto de magnésio; cloreto de potassio; cloreto de sédio; cloroférmio;
etanol absoluto; fosfato de potassio monobasico; fosfato dibasico de
sédio; glicose; hidréxido de sddio; maltose; SDS; sulfato de amonia;
sulfato de magnésio.

Microbioldégica: Hemina.
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Promega: DNAse RQ1 (livre de atividade tipo RNAse);
RNAsIin®; ImProm-IITM Reverse Transcriptase.
Qiagen: QIAquick 96 PCR purification kit; RNeasy®, RNase-free DNase
Set.
Sigma: B-mercaptoetanol; acido L-aspartico; acido L-glutamico;
ampicilina; brometo de etideo; BSA, cicloheximida; DEAE-celulose;
DEPC; DMSO; DNA de esperma de salmao; ficoll; formaldeido;
formamida; heparina; hepes; L-prolina; NP-40; polivinilpirrolidona; RNA
sample buffer.
TPP: garrafas para cultivo de células.
USB: Isotiocianato de guanidina; MOPS; sacarose; uréia, soro fetal
bovino, L-glutamina, penicilina, estreptomicina, CO,,
3.2 SOLUCOES E MEIOS DE CULTURA
Cloroformio/Alcool isoamilico: 24 partes de cloroférmio e 1 parte de
alcool isoamilico.
Colchéo de sacarose: sacarose 2 M, em tampao de lise celular
hipotonico.

Fenol saturado: fenol saturado com solugdo de trisma base 100 mM,

até atingir pH 7,5.
FCI — Fenol/Cloroférmio/Alcool isoamilico: 25 partes de fenol

saturado, 24 partes de cloroféormio e 1 parte de alcool isoamilico, pH 7,5.
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H,0: A 4gua utilizada em todos os procedimentos foi proveniente do
sistema de filtragem milli-Q (Millipore). A agua utilizada para
procedimentos com RNA foi tratada com dietil pirocarbonato (DEPC).
Meio LIT (Liver Infusion Tryptose): extrato de levedura 15 g/lI; fosfato
dibasico de sédio 11,56 g/l; glicose 2,2 g/l; hemina 0,02 g/l; infuso de
figado 5 g/l; KCI 0,4 g/l; NaCl 4,4 g/l; soro fetal bovino 10 % (v/v) e
triptose 5 g/l. pH 7,2 ajustado com HCI.

Meio TAU (Triatomine Atrtificial Urine): CaCl2 2 mM; KCIl 17 mM,;
MgCI2 2 mM; NaCl 190 mM; tampéo fosfato pH 6,0 8 mM.

Meio TAU3AAG: TAU suplementado com: acido L-aspartico 2 mM,
acido L-glutamico 50 mM, L-prolina 10 mM e glicose 10 mM.

Solucéo de Denhardt (50 X): albumina bovina sérica (BSA) fracdo V
1% (p/v); ficoll 400 1 % (p/v) e polivinilpirrolidona 1 % (p/v).

Solucéo para desnaturacdo: NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 M.

Solugéo para hibridizagdo dos microarranjos: SSC 6 X; Denhardt’'s

5X; DNA de esperma de salméo tipo Ill fragmentado e desnaturado 0,25
mg/ml; SDS 0,5 % (p/v) e formamida 50 % (v/v).

Solucéo para lavagem do microarranjo de menor estringéncia: SDS
0,01 % (p/v) e SSC 0, 5 X.

Solucgéo para lavagem do microarranjo de maior estringéncia: SSC

0,06 X.
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Solucgéo para neutralizagédo: NaCl 1,5 M; tris-HCI pH 8,0 0,5 M.
Solugéo para ressuspensao de polissomos: EDTA 10 mM; NaCl 100
mM; SDS 0,5 % (p/v) e tris-HCIl pH 7,5 10 mM.

SSC (standard saline-citrate) (20 X): citrato de sodio pH 7,00,3 M e
NaCl 3 M.

Tampao de lise celular hipoténico: B-mercaptoetanol 5 mM,;
cicloheximida 10 pg/ml; heparina 20 U/ml; MgCI2 5 mM; NaCl 10 mM e
Tris-HCI pH 7,6 10 mM.

Tampé&o GET: EDTA pH 8,0 10 mM,; glicose 0,1 % (p/v); Tris-HCI pH 7,6
2,5 mM.

Tamp&o MOPS: acetato de sédio 5 mM pH 7,0; EDTA pH 8,0 2 mM;
MOPS 20 mM.

Tampao NKM: cicloheximida 10 pg/ml; heparina 20 U/ml; hepes pH 7,4
10 mM; KCI 5 mM; MgCl, 1,5 mM e NaCl 140 mM.

Tampéao para aplicacdo de amostras de DNA em gel (10 X): azul de
bromofenol 0,25 % (p/v); ficoll 400 25 % (p/v) e xilenocianol 0,25 % (p/v),
em tampé&o TBE 1 X.

Tampao para aplicacdo de amostras de RNA em gel: corante —

MOPS 1 X, glicerol 25 % (v/v), azul de bromofenol 0,25 % (p/v) — 15%

(v/v); formaldeido 6 % (v/v); formamida 80 % (p/v) e tampdo MOPS 1 X.
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Tampé&o PBS (10 X): KCI 2,7 mM; KH,PO,4 1,5 mM; Na;HPO,4.7H,0 4,3
mM e NaCl 137 mM.

Tampéo RT: KCI 375 mM; MgCl, 15 mM e Tris-HCI pH 8,3 250 mM.
Tampé&o SM: MgS0O,4.7H,0O 8 mM; NaCl 100 mM,; tris-HCI pH 7,5 50 mM
Tampdao TBE (10 X): acido borico 55 g/l; EDTA 8,3 g/l e trisma base 108
g/L.

Tampéo TE: EDTA 1 mM e tris-HCI pH 7,6 10 mM.

Tampé&o PSG: NaCl 150 mM; Tampao salina fosfato pH 8,0; Glicose
10%.

Tampé&o de Solubilizagcéo de protedmica: Urea 7M, thiourea 2M, DTT
1%, Triton X — 100 2% e Protease inhibitor cocktail (GE Healthcare).

Tampé&o de lise protéica: 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 0.25 M de sacarose,
0.2% Triton X-100 e o mix de inibidor de protease (GE) nas concentracfes
indicadas pelo fabricante.

Solucéo de bloqueio: 5% de leite desnatado em PBS/Tween 0,1%.

Tampé&o de amostra para proteinas: 40 mM Tris-HCI pH 6,8, 1% SDS,
2,5% B-mercaptoetanol, 6% glicerol e 0,005% azul de bromofenol.

Tampao de fosfatase alcalina: 100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100 mM NacCl,
5 mM MgCl,.

Tampé&o de Transferéncia: 25 mM de tris base, 192 mM glicina e 20%

metanol.

Ponceau S: 0,5% de Ponceau S e 1% de acido acético.
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3.3 CULTIVO DO TRYPANOSOMA CRUZI

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas células do clone
Dm28c (Didelphis marsupialis) de T. cruzi (Goldenberg et al., 1984; Contreras
et al., 1988), em diferentes fases do processo de metaciclogénese in vitro
(Contreras et al., 1985).

3.3.1 Epimastigotas em fase logaritimica de crescimento (EPI 3 dias)

Culturas axénicas de T. cruzi em meio LIT foram mantidas a 28 °C e, a
cada trés dias, foram repicadas mediante in6culos iniciais de 1 x 10° células/ml
mantidas nestas condicfes até a realizacdo dos experimentos. As formas
epimastigotas foram obtidas no terceiro dia de cultivo, na fase logaritimica de
crescimento, quando a densidade celular era de ~ 2 a 3 x 107 células/ml. Tais
condi¢cbes foram estabelecidas segundo a curva de crescimento do parasita em
meio LIT a 28 °C (Camargo, 1964).

3.3.2 Epimastigotas em final de fase logaritimica de crescimento (EPI 5

dias)

Culturas axénicas de T. cruzi em meio LIT foram mantidas a 28 °C.
Neste caso, as formas epimastigotas foram obtidas no quinto dia de cultivo, em
final de fase logaritimica de crescimento, quando a densidade celular era de ~
5a 6 x 10’ células/ml. Tais condicbes foram estabelecidas segundo a curva de

crescimento do parasita em meio LIT a 28 °C (Camargo, 1964).

3.3.3 Epimastigotas submetidos aos diferentes tipos de estress

3.3.3.1 Epimastigotas submetidos ao estresse nutricional:

As formas epimastigotas a serem submetidas a estresse nutricional
foram obtidas por centrifugacdo — 8.000 x g, 5 minutos, 10 °C — de culturas em

final da fase logaritimica de crescimento. As condi¢cdes de estresse foram

44



proporcionadas pela manutencéo destas células por 2 horas, em meio TAU, na
concentracéo de 5 x 10® células/ml, a 28 °C (Contreras, et al., 1985).

3.3.3.2 Epimastigotas submetidos ao estresse de pH:

Para o estresse de pH (Causton, et al., 2001, modificado para T. cruzi)
foi adicionado uma solugédo de HCI (11,7M) em cultura de epimastigotas no
final de fase logaritimica de crescimento, para acidificar o meio (pH 5,0). E a

cultura foi incubada a 28 °C por um periodo de 2 horas.

3.3.3.3 Epimastigotas submetidos ao estresse de temperatura:

As formas epimastigotas, foram mantidas em cultura axénica em meio
LIT e incubadas a 28 °C por 5 dias. ApOs este periodo de tempo, as células

foram submetidas a uma temperatura de 37°C por um periodo de 2 horas.

3.3.4 Epimastigotas em diferenciagéo, aderidas ao substrato.

ApoOs o estresse nutricional, as células sao cultivadas até 24 horas, em
meio TAU3AAG, na concentracdo de 5 x 108 células/mL, a 28 °C. Durante este
periodo, os parasitas aderem-se as paredes das garrafas de cultivo. Para
obtencado das células aderidas, o sobrenadante da cultura foi desprezado e as
formas epimastigotas foram liberadas por forte agitacdo das garrafas de
cultura, contendo 10 mL de tampédo NKM, apés (Bonaldo et al., 1.988). Foram

coletadas amostras em 3, 12 e 24 horas de cultivo.

3.3.5 Tripomastigotas metaciclicos

Para testar a viabilidade dos parasitas submetidos a diferentes tipos de
estresse no que diz respeito a capacidade de diferenciagdo em formas
infectantes foram feitos foram feitos ensaios de metaciclogénese in vitro como
descrito por Bonaldo et al., 1988. Exceto algumas modificacbes mencionadas
abaixo.
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Apos o estabelecimento dos estresses de acordo com 0s itens descritos
anteriormente, as células foram centrifugadas e ressuspensas em meio
TAU3AAG na concentracdo de 5 x 10° células/ml, a 28 °C. Durante este
periodo, os parasitas aderiram-se as paredes das garrafas de cultivo e
diferenciaram-se nas formas tripomastigotas metaciclicas, soltando-se do

substrato (descrito em Bonaldo et al., 1988).

Nestas condi¢cdes e sem agitacdo, as formas epimastigotas aderiram ao
substrato e diferenciaram-se nas formas tripomastigotas metaciclicas que
apareceram livres no sobrenadante da cultura. Ao final das 96 horas, é possivel
observar que 80 a 90 % das células neste sobrenadante sdo tripomastigotas

metaciclicas (Bonaldo et al., 1988).

3.4 ENSAIOS BIOLOGICOS IN VIVO E IN VITRO

A capacidade de infec¢do dos tripomastigotas metaciclicos provenientes
dos diferentes tipos de estresse foi avaliada in vitro através do uso de culturas
de células Vero (ATCC-CCL81), in vivo usando camundongos Swiss e vetores
triatomineos (Rhodnius prolixus). Estes experimentos foram realizados no
Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de
Santa Catarina.

3.4.1 Infeccéo in vitro

As células Vero (ATCC-CCL81) foram cultivadas em garrafas de cultura
de 25 cm? contendo 5ml de meio DMEM pH 7,4 suplementado com 5% de Soro
Fetal Bovino (SBF), 2mM de L-glutamina, acrescido de 100 pg/ml de
estreptomicina e 100 U/ml de penicilina, mantidas em estufa a 37°C e 5% de

CO; e repicadas semanalmente.

Para os ensaios de infeccdo in vitro, as monocamadas foram lavadas
com PBS e tratadas com tripsina 0,25% + EDTA 0,1% por 5 minutos a 37°C,
transferidas imediatamente para tubos plasticos estéreis de 15ml contendo

meio DMEM + 5% de SBF e centrifugadas a 250 x g / 5 minutos a temperatura
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ambiente. O sobrenadante foi descartado, as células suspendidas em meio
DMEM, o numero de células determinado em cémara de Neubauer e a
concentracdo ajustada para 4x10* células/ml. A viabilidade celular foi avaliada
pela adicdo do corante azul de tripan 0,02%. Quinhentos microlitros da
suspensao celular foram semeados sobre laminulas de vidro de 12 mm de
didmetro em placas de 24 orificios e as placas mantidas a 37°C, 5% de CO,
por 24 horas. Em seguida, as monocamadas foram infectadas com os
tripomastigotas metaciclicos (5 parasitas/célula) obtidos in vitro como descrito
no item 3.3.5 e incubadas a 37°C e 5% de CO,. Apés 4 horas de infeccdo, as
monocamadas celulares foram lavadas com PBS pH 7,4 para remocédo dos
parasitos ndo aderidos e novamente incubadas em DMEM + 5% SBF sob as
condicBes acima mencionadas. Apds 72 horas de infeccdo, oito laminulas de
cada variavel de tripomastigotas metaciclicos foram lavadas com PBS, fixadas
com metanol e coradas pelo Giemsa. A porcentagem de células infectadas e o
namero de amastigotas intracelulares por célula foram determinadas pela
analise aleatéria de 200 células por laminula (X 1000) como descrito por Toma
et al., 2000. A capacidade de completar o ciclo de vida intracelular foi avaliada
pela manutencdo das células infectadas por um periodo de 5 dias. A liberacao
dos tripomastigotas no sobrenadante da cultura foi avaliada duas vezes ao dia
em microscopio invertido (X 400). A andlise dos resultados foi feita pelo calculo
de variancia (ANOVA) e valores de p < 0,05 ou menores foram considerados

como indicativos de significancia.

3.4.2 Infeccéo in vivo

Cada camundongo de um grupo de 5 a 6 fémeas adultas albinas
Swiss foi inoculado intraperitonealmente com 10* tripomastigotas obtidos a
partir da metaciclogénese in vitro sob diferentes condicbes de estresses citada
no item 3.3.5. Os animais foram mantidos em infectorio sob condi¢cdes
controladas. Durante um periodo de cinco semanas pos-inoculacdo, a
mortalidade e a parasitemia foram avaliadas a cada dois dias através de exame

a fresco (Brener, 1962). Na sexta semana apos a inoculacdo, os animais foram
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anestesiados com éter e 0,5 ml de sangue obtido pelo plexo retrorbitral, em
condicdes assépticas, foi utilizado para realizacdo de hemocultura em meio LIT
e sorologia. As hemoculturas foram mantidas a 28°C e examinadas
semanalmente até o 45° dia. O soro dos animais foi coletado para a realizacéo
da pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi atraves do método de
Imunofluorescéncia Indireta (IFl), utilizando formas epimastigotas da cepa Y de

T. cruzi como antigeno.

Para o xenodiagnostico, os camundongos foram imobilizados em telas e
individualmente expostos a grupos de dez ninfas de 3° estadio de Rhodnius
prolixus mantidas em jejum. Apés 30 minutos, 0s insetos completamente
ingurgitados foram separados e mantidos sob condicBes controladas de
temperatura e umidade. No trigésimo dia apds a alimentacéo, os triatomineos

foram dissecados e o trato digestivo examinado em microscopio (x 400).

3.5 ISOLAMENTO DE mRNA POLISSOMAL DE TRYPANOSOMA CRUZI

Células das formas epimastigotas em fase logaritimica de crescimento
(EPI 3 dias), epimastigotas em final de fase logaritimica de crescimento (EPI 5
dias), epimastigotas submetidos ao estresse nutricional, de pH e de
temperatura foram utilizados para extracdo de mRNA polissomal como descrito
abaixo. Tendo sido realizado trés réplicas bioldgicas distintas para cada
extracdo de mRNA em questdo, exceto para EPI 3 dias o qual foi efetuado

apenas uma réplica.

A extragdo de mRNA polissomal foi realizada conforme descrito por

Goldenberg et al., 1985, com modificacdes.

Inicialmente, 5 x 10° células foram mantidas no meio de cultivo e
acrescido de cicloheximida (na propor¢ao de 10 mg/5 x 10° células) durante 15
minutos, a temperatura ambiente. A seguir, foram recuperadas por
centrifugacéo — 8000 x g, 5 minutos, 10 °C — e lavadas duas vezes em tampéo
NKM acrescido de cicloheximida (10 pg/ml). A lise dos parasitas foi realizada

com 5 x 10° células em 15,5 ml de tamp&o de lise celular hipotdnico, acrescido
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de cicloheximida 10 pg/ml, heparina 20 U/ml, p-mercaptoetanol 5 mM e
deixados nesta solugdo por 5 minutos em gelo. Decorrido este tempo foi
acrescido 1 % (v/v) de Nonidet P—40 e vortexado de 30 segundos a 1 minuto e
observado periodicamente ao microscopio. Quando a lise foi observada
adicionou-se uma solucdo de sacarose 2M, acrescida de cicloheximida 10
pg/ml, heparina 20 U/ml e B-mercaptoetanol 5 mM em um volume apropriado
para que a concentracao final ficasse 0,25M.

Foram sedimentados os nucleos através da centrifugacdo a 9000 x g, 10
minutos, a 4 °C e as mitocondrias através da centrifugacdo a 9000 x g, 30
minutos, a 4 °C. A fracdo polissomal foi obtida apds ultra-centrifugacdo do
sobrenadante pds-mitocondrial, sobre um colchdo de sacarose 2M (acrescido
de cicloheximida 10 pg/ml, heparina 20 U/ml e p-mercaptoetanol 5mM), a
365.000 x g por 2 horas a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet,
contendo as moléculas de RNA associadas a polissomos, foi congelado a -70
°C.

Apbs o descongelamento e homogeneizacdo em 5 ml de solucdo de
ressuspensdo de polissomos, 0 mMRNA foi extraido pelo método de fenol a
guente (Scherrer, 1969). Para tanto, fenol saturado previamente aquecido a 65
°C foi adicionado (v/v) e esta mistura foi vigorosamente agitada e mantida 65
°C, por 3 minutos, com agitacdo intermitente. A seguir, esta mistura foi
centrifugada por 5 minutos, a 2000 rpm, & temperatura ambiente e recolhida,
entdo, a fase aquosa (superior). A extracao foi repetida com FCI, a temperatura
ambiente, e a fase aquosa foi precipitada em acetato de sédio 3 M (1/10 v) e
isopropanol (v/v). Nestas condi¢cdes, o RNA foi mantido a -20 °C até o momento
de uso. O mMRNA foi recuperado através de centrifugacdo a 16000 x g e o
sedimento foi lavado trés vezes com etanol 70 %. O mRNA foi ressuspenso em
agua ultra pura, fez-se tratamento com DNase e purificacdo com RNeasy. A

guantidade e qualidade do mRNA foram estimadas.
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3.6 DETERMINACAO DA QUANTIDADE E QUALIDADE DOS mRNAS
POLISSOMAIS

A quantidade de mRNA foi determinada através da medicdo da
absorbancia a 260 nm, considerando que o valor da absorbancia igual a 1
equivale a 40 pg/ml de RNA. A qualidade dos RNAs foi determinada fazendo-

se a razao entre a absorbancia a 260 e a 280 nm.

3.7 TRATAMENTO COM DNASE

100 ng de cada amostra de mRNA foram mantidos a 37 °C, por 30
minutos, com 10U de DNAse RQ1, em BSA 100 ug/ml, DTT 0,05 %, MgCl, 10
mM, NaCl 50 mM, RNAsin® 1 U/ul e Tris-HCI pH 8,0 50 mM. A seguir, a
amostra foi aquecida a 70 °C, por 10 minutos. O produto desta digestao foi
purificado conforme o item 3.8.

3.8 PURIFICACAO DE RNA ATRAVES DE RNEASY (QIAGEN)

Amostras de mRNA tratadas com DNase foram purificadas conforme o

protocolo “RNA cleanup” do kit, seguindo-se as especificacbes do fabricante.

3.9 AMPLIFICACAO DE RNA IN VITRO

A amplificacio do mRNA foi realizada utilizando-se o0 kit
MessageAmpTM Il aRNA (Ambion). Brevemente, a 12 fita de cDNA foi gerada
em uma reacao com oligodT-promotorT7, first strand buffer, inibidor de RNase,
dNTPs e transcritase reversa, conforme volumes definidos pelo fabricante, por
2 horas a 42 °C. A segunda fita do cDNA foi sintetizada em uma reacdo com
second strand buffer, dNTPs, DNA polimerase e RNAse H, conforme volumes
definidos pelo fabricante, por 2 horas a 16 °C. O cDNA foi purificado em
colunas de afinidade do proprio kit e a transcricio do RNA ocorreu
adicionando-se dNTPs 10mM, T7 reaction buffer e T7 enzyme mix, por 14

horas a 37 °C. Apo6s esta incubacéo, o DNA foi degradado pelo tratamento com
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DNAse I. O RNA foi purificado em colunas de afinidade do préprio kit. A
quantidade e pureza do RNA foram determinadas conforme item 3.6.

3.10 CONFECCAO DO MICROARRANJO DE DNA

3.10.1 O microarranjo de Trypanosoma cruzi

Nosso grupo trabalha com microarranjos desde 2000. Com o passar do
tempo uma série de etapas foram aprimoradas e sendo realizadas com maior
autonomia no IBMP. E desde 2003, possuimos a capacidade plena do
processo de producdo. Todo o processo de manufatura, marcacao de acidos
nucléicos, producdo dos dados, bem como, analise de bioinformética do
microarranjo é realizada no IBMP.

O microarranjo de Trypanosoma cruzi utilizado neste trabalho foi a
versao 5.0. As sondas, num total de 10.046 spots, compostas a partir de
bibliotecas de EST de Trypanosoma cruzi, sequéncias de EST presentes no
Genbank e genes identificados no genoma seqienciado de T. cruzi estdo
dispostas em uma Uunica unidade, contendo 48 setores de 16 colunas e 16
linhas, num total de 12.288 posicbes disponiveis, sendo que as posicoes
restantes (n=2242) estdo ocupadas por solucdo de espotagem (DMSO 50%)

ou vazias. Os 10.046 spots podem ser divididos em:

— 3.552 sondas individuais, amplificadas por PCR a partir de DNA
gendmico de T. cruzi e cujo os oligos sao oriundos da segunda versao do
microarranjo e foram desenhados a partir dos dados de EST de T. cruzi

disponiveis no Genbank no ano de 2000.

— 2.354 sondas individuais, amplificadas por PCR de insertos clonados
em vetor Topo T-A (Invitrogen), referentes a biblioteca de EST de
epimastigotas, epimastigotas em estresse nutricional, epimastigotas aderidos
em 24 horas de diferenciacdo e tripomastigotas metaciclicos, produzida no
IBMP (Picchi, et al., em preparagéo), adicOes referentes as terceira e quarta

versdes do microarranjo.
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— 3.203 sondas individuais, amplificadas por PCR a partir de DNA
gendmico de T. cruzi, incluidas na quinta versdo do microarranjo, cujos oligos
foram desenhados diretamente a partir das informacbes do genoma
sequenciado (El-Sayed, et al.,, 2005), constituindo-se nos genes néao

identificados pelas bibliotecas de ESTs.

—144 sondas referentes a 12 genes selecionados como controles de
hibridacdo, por apresentarem uma intensidade de sinal muito forte nos
primeiros experimentos feitos. Os genes participantes deste conjunto serdo

citados posteriormente.

— 134 sondas referentes a genes selecionados, incluidos por serem de

interesse as linhas de pesquisa de outros grupos do IBMP ou colaboradores.

— 4 sondas referentes ao genoma do endossimbionte de Cirithidia

deanei, utilizados como controles negativos de DNA.

— 10 produtos da amplificacdo do gene Q do bacteriéfago 1LQ, usado

como controle negativo.

Devido a complexidade e redundancia da montagem atual do genoma
de T. cruzi, é possivel fazer somente uma estimativa dos genes distintos que
sdo reconhecidos por essas sondas. Nossas estimativas atuais demonstram
que um numero minimo de 4000 e um maximo de 5000 genes estdo sendo

avaliados pela versdo atual do microarranjo de T. cruzi.

Para amplificar as sondas cujas sequéncias foram selecionadas em
bancos de dados, 3650 pares de oligonucleotideos sintéticos foram
desenhados, com o auxilio do software PrimerSelect (Lasergene - DNAstar),
tendo como caracteristicas uma temperatura para hibridizacdo de
aproximadamente 55 °C, tamanho entre 18 e 22 nt e auséncia de estruturas
secundérias, assim como, hibridos entre o par de iniciadores nas condi¢gfes
previstas para a reacdo de PCR. Com estes oligonucleotideos, o tamanho das
sondas geradas por PCR foi de 150 a 600 nt.
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A partir disso, as sondas foram amplificadas utilizando DNA gendmico
de T. cruzi como molde e seguindo um protocolo pré-estabelecido por nosso
grupo (Probst, tese de doutoado). Estes produtos da PCR foram analisados em
gel de agarose a 1 %. Nos casos onde a quantidade de produto de PCR era
muito pequena ou havia a presenca de amplificacfes inespecificas, diferentes
condi¢des de PCR foram utilizadas para otimizar a amplificacdo destas sondas.

As 2354 sondas da biblioteca de EST das fases de diferenciacdo do
parasita clonadas em vetor Topo T-A foram amplificadas utilizando-se os
iniciadores: 5’ tcgagcggccgecccgggceaggt 3’ e 5 agegtggtcgeggecgaggt 3'. Ja as
134 sondas selecionadas por serem de interesse a outros projetos foram

amplificadas segundo seus ensaios de origem.

Os controles internos utilizados na confecgéo do microarranjo de T. cruzi
foram amplificados conforme os ensaios de origem com é o0 caso dos genes
que codificam tubulina, proteina ligante de cauda poli-A (PABP) e
fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK). E as outras sondas tais como —
CTG_1028, CTG_1121, CTG_1183, CTG_1344, CTG_1547, CTG_1872,
CTG_1974, CTG_3707, CTG_3789 —, foram amplificadas segundo o protocolo
utilizado para amplificacdo das sondas.

Como controles externos, foram utilizadas sondas complementares a
uma sequéncia do gene Q do bacteri6fago A, em diferentes concentracoes.
Estas sondas foram obtidas com a amplificacdo do gene Q do bacteri6fago A

clonado em pQE-30, utilizando-se com iniciadores especificos para o gene.

Os produtos de PCR de todas as sondas foram purificados pelo sistema
QIAquick 96 PCR purification kit, segundo as recomendacdes do fabricante,
secos e diluidos em DMSO 50 %.

As sondas purificadas foram carimbadas nas laminas de vidro cobertas
com amino-silano (CMT GAPS - Corning), pelo rob6 Genetix MiniQArray. A
fixacdo das amostras a superficie foi realizada expondo as laminas a 120 J/

cm2 de luz ultravioleta.
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3.10.2 Anotacao das sondas

A etapa de anotacdo das sondas representa uma etapa crucial na
transformacao dos resultados da hibridagcdo em conhecimento biolégico valido.
No caso do T. cruzi, o estado atual do genoma representa uma dificuldade na
correta identificacdo da complementariedade entre a sonda e o gene similar,
pois este Ultimo pode ndo representar corretamente a entidade original. Além
disso, a informacdo da sequéncia da sonda, por ser oriunda de biblioteca de
ESTs, é também uma representacdo incompleta e ruidosa da sequéncia
original. Estes dois aspectos, em conjunto, tornam a identificagdo da

correspondéncia sonda-gene complementar uma tarefa néo trivial em T. cruzi.

No intuito de otimizar esse processo, foi desenvolvido no IBMP um
software para a visualizacdo das relacdes entre as sondas e genes, permitindo
o acesso facil a diversas informag8es, como a complexidade da construcao da
sonda, seu padrdo de amplificacdo, sua correspondéncia com os genes de T.
cruzi e a complexidade dos genes similares, o que possibilita a identificacédo de
hibridacdo cruzada ou problemas na montagem ou identificacdo dos genes
pelo consorcio responsavel pelo projeto genoma de T. cruzi. Este software,
denominado CruziGeneDB, também permite a navegacdo por outros dados
relativos aos genes de T. cruzi, constituindo-se em uma ferramenta de
gerenciamento e visualizacdo de dados que esta sendo essencial ao projeto de

gendmica funcional de Trypanosoma cruzi.

A anotacdo funcional das sondas do microarranjo de T. cruzi foram
associadas aos genes similares mais provaveis através dos resultados de uma
comparacao por BLASTn (Altschul et al., 1990) usando-se como banco de
dados as regibes codificantes de proteina identificadas e anotadas pelo
consorcio de sequenciamento do genoma de T. cruzi, conjuntamente com uma

curagem manual auxiliada pelo CruziGeneDB.
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3.11 MARCACAO DAS AMOSTRAS DE CDNA COM FLUOROFOROS

As amostras de cRNA foram convertidas em cDNA e a marcacéo
ocorreu durante a sintese da 22 fita. Duas ug de cada amostra de cRNA foram
retro-transcritas utilizando-se 2000 pmol de hexameros aleatorios (Invitrogen),
25 nmol de cada dNTP, 2 ul de transcriptase reversa (ImProm-IITM Reverse
Transcriptase/Promega) nas condi¢cdes tampdes recomendadas para a enzima,
60U de RNAse OUT™ (Invitrogen), em um volume final de 30 pl, a 42 °C,
durante 2 horas. O RNA foi degradado ap0s a adicao de 15 ul de NaOH 0,1 N e
incubacéo a 70 °C, por 10 minutos. O pH da solugdo foi neutralizado com a
adicéo de 15 ul de HCI 0,1 N e as amostras foram concentradas e purificadas
apos a adicdo de 400 pul de H20 e centrifugacdo em colunas microcon 30
(Amicon) a 12000 x g. A segunda-fita foi sintetizada em 50 ul a 37 °C por 2
horas, utilizando-se 20 pl de Random Primers Solution e 40U da enzima
Klenow (ambos os reagentes do kit BioPrime DNA Labeling System) e 6 nmol
de dATPs, dGTPs e dTTPs e 3 nmol de dCTPs e 2 nmol de dCTP-Cy-3 ou
dCTP-Cy-5. Apés quatro lavagens em colunas microcon 30, com 400 pul de H»0
cada, as amostras foram concentradas para 20 ul, misturadas com 100 ul de
solucéo de hibridizacao, desnaturadas e colocadas sobre a lamina ja acopladas

na estacao de hibridizacao.

3.12 HIBRIDIZACAO

As laminas de microarranjo foram acopladas a estacao de hibridizacéo
(GeneTAC HybStation - PerkinElmer), na qual todo o processo de hibridizacao
e de lavagens poés-hibridizacdo sdo automaticos. As hibridacbes ocorreram
durante 16 horas a 42 °C. As lavagens pos-hibridizacao foram realizadas com a
solucdo de lavagem de menor estringéncia, seguida pela lavagem com a
solucdo de maior estringéncia, duas vezes por 5 minutos a temperatura
ambiente com cada solu¢do. Apos as lavagens as laminas foram secas através

de centrifugagéo.
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3.13 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram realizados trés experimentos de estresses em dias distintos,
denominados Exp Str 02, Exp Str 26 e Exp Str 28. Em cada experimento foram
obtidas amostras de epimastigotas em fase logaritimica de crescimento (EPI 3
DIAS), epimastigotas em final de fase logaritimica de crescimento (EPI 5
DIAS), epimastigotas submetidos ao estresse nutricional (TAU), epimastigotas
submetidos ao estresse de pH (pH) e epimastigotas submetidos ao estresse de
temperatura (TEMP), das quais foram extraidos mRNA polissomais. Ja no caso
dos epimastigotas em fase logaritimica de crescimento (EPI 3 dias) foi
realizado apenas um experimento onde também foi extraido mMRNA polissomal.
Todos os pontos de cada experimento de estresse sdo oriundos do mesmo
conjunto inicial de epimastigotas em final de fase logaritimica de crescimento,
para que as diferencas biologicas inerentes a cada réplica bioldégica de
experimento sugerido pudessem ser equalizadas internamente. A amostra de
epimastigotas em fase logaritimica de crescimento (EPI 3 dias) foi obtida
separadamente das amostras bioldgicas descritas acima, constituindo-se em
uma réplica biolégica, a qual foi comparada apenas com 0s epimastigotas
obtidos em final de fase logaritimica de crescimento (EPI 5 DIAS).

As hibridizacdes foram realizadas em um arranjo como o mostrado no
esquema representado pela Figura 3.1. Este arranjo foi repetido 3 vezes
usando as fracdes de mRNA polissomal obtidas no item 3.9, utilizando de cada
vez, um conjunto de amostras bioldgicas distinto, exceto a Unica amostra de
EPI 3 dias que foi hibridizada com cada uma das trés réplicas biol6gicas ja
mencionadas. Desta forma, foi realizado um total de 36 hibridizac6es. Cada
experimento de estresse foi hibridizado com microarranjos oriundos do mesmo

lote de fabricagéo.
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Figura 3.1. Desenho experimental das hibridizagdes. Cada seta representa uma
hibridizagcdo. A cauda da seta indica as amostras marcadas com Cy3. A cabeca da seta
indica as amostras marcadas com Cy5. Este esquema foi utilizado para cada um dos

conjuntos.

3.14 LEITURA DOS SINAIS OBTIDOS

As laminas sdo secas por centrifugacdo e submetidas a deteccdo de
fluorescéncia pelo sistema Affymetrix 428 Array Scanner. Os sinais sao obtidos
pela medida da intensidade de fluorescéncia gerada em cada um dos spots e
captada nos canais verdes — excitacdo do fluor6foro Cy-3 em 532 nm — e nos
canais vermelhos — excitacdo do fluoréforo Cy-5 em 635 nm — do scanner
optico. A partir destes sinais sao criadas imagens de 16-bits em formato TIFF
(tag image file format). Cada uma destas imagens representa a leitura dos

sinais obtidos em um dos comprimentos de onda utilizados.
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3.15 ANALISES E TRATAMENTO DOS SINAIS

As imagens criadas pela leitura dos sinais obtidos sdo analisadas pelo
software Spot (Beare e Buckley, 2004). Inicialmente, este programa estabelece
coordenadas para cada um dos spots, no processo de gradeamento, de forma

semi-automatica. Deste modo, sao delimitadas as areas a serem analisadas.

A éarea, o perimetro e a caracteristica circular do spot também sé&o
avaliados pelo software Spot, assim como a heterogeneidade dos pixels e do
background. Esses parametros podem ser utilizados posteriormente como

estimativas de qualidade do spot.

Entre as varias alternativas disponiveis, a normalizacao global ndo-linear
dos dados foi escolhida para este trabalho. A normalizacdo visa tornar os
dados de intensidade dos microarranjos mais préximos aos niveis de mRNA
presentes nas amostras originais, pela reducdo do erro associado a variacdo
sistematica presente nas diferentes etapas que constituem um experimento de

hibridizacédo. Este tipo de normalizacdo possui duas premissas:

As concentracdes relativas das moléculas de RNA mensageiro nas amostras
estudadas apresentam-se, em sua maioria, iguais. Caso haja expressdo
diferencial em um grau elevado, essa deve ser relativamente simétrica, isto é, a
somatoria das diferencas das sondas com expressdo diferencial aumentada
menos a somatodria das diferencas das sondas com expressdo diferencial
diminuida deve ser proxima a zero. Apesar desta premissa ndo ser verdadeira
para todos os casos, ela representa a priori a situacdo mais verossimil, sendo
uma solucdo conservadora, pois maximiza a semelhanca entre as duas
amostras. Além disso, caso se deseja avaliar as diferencas entre as amostras

de forma estritamente relativa, tal pressuposicao é perfeitamente adequada.

As fontes de heterogeneidade entre os dois canais, que sdo normalmente as
variaveis normalizadas, ndo sdo homogéneas, ou seja, apresentam diferentes
intensidades de acordo com uma segunda variavel, como o pino utilizado, a

intensidade média do spot ou a regido do microarranjo no qual a sonda foi
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depositada. Portanto, cada spot deve ser normalizado por um valor que seja
referente ao grupo no qual ele estd presente, de acordo com os critérios

supracitados.

Nessa premissa, apenas uma pequena fracdo das sondas que
constituem o microarranjo sdo esperadas como tendo valores diferentes de
intensidade entre os dois canais. As outras sondas, que ndo deveriam
apresentar expressao diferencial, representariam uma excelente estimativa dos
valores distintos de incorporacéo dos fluoréforos utilizados e essa diferenca de

incorporacgao seria ajustada pelo processo de normalizagéo.

Os softwares R (R Development Core Team), Bioconductor (Dudoit et
al., 2003) e LIMMA (Smyth, 2004) foram utilizados para a extracdo dos valores
de background dos spots, transformacao logaritimica na base 2 e normalizagcédo
global néo-linear, pelo método de loess. Esse método é empregado para
normalizar os dois canais de cada microarranjo, e esse procedimento €

repetido para todos 0os microarranjos do experimento.

ApoOs a normalizacao intra-microarranjo, é feita a normalizacéo inter-
microarranjos, a qual serve para ajustar possiveis diferencas na intensidade
média de cada lamina. Para essa normalizacdo, foi utilizado o método de
normalizagdo por quartiles (Bolstad et al., 2003), implementado no software
LIMMA, o qual consiste em equalizar as curvas de distribuicdo de intensidade
das sondas de todos os microarranjos de um experimento. O processo de

normalizagéo foi feito utilizando-se todas as amostras em conjunto.

3.15.1 Analise da replicacéo interna

Como descrito anteriormente, 0 microarranjo de T. cruzi contém trés
réplicas de suas sondas, em cada lamina. A correlagdo entre os valores de
intensidade dos spots em triplicata, para cada um dos dois canais, € muito alta.
Isto se deve a variaveis compartilhadas, tais como, quantidades semelhantes
de sonda depositada, utilizacdo do mesmo pino, mesmas concentracdes e

sequéncia das amostras de cDNA, reacdes similares de marcacéo das sondas,
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condicdes iguais de hibridizacdo e leituras assemelhadas dos sinais. Porém,
alguns artefatos referentes a lamina, como manchas e pontos brilhantes,
podem interferir na medida do sinal. No entanto, como dificiimente esses
artefatos irdo interferir nas triplicatas do mesmo spot, pois estdo dispostas em
regides distintas e distantes, é possivel usar a informagdo primaria, a mediana
da intensidade dos pixels do microarranjo, para eliminar os spots considerados

fora do padréo.

Para investigar estas fontes de heterogeneidade, os valores dos trés
spots repetidos na mesma lamina sdo analisados a partir do calculo do

coeficiente de variagdo das trés medidas de expresséo relativa.

3.16 IDENTIFICACAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

Os genes diferencialmente expressos (DEG) apresentam concentracfes
distintas de seus produtos de transcri¢cdo. O reconhecimento inequivoco destes
genes, em experimentos de hibridacdo, depende de repetidas observagdes de
cada condicdo biolégica a ser avaliada. Tais repeticdes permitem investigar a
variabilidade associada a estas condicfes e inerente aos procedimentos

experimentais.

Na auséncia destas repeticdes, é possivel arbitrar um valor limite a partir
do qual concentracbes de RNA mensageiro sdo consideradas representativas
de genes diferencialmente expressos. Esta metodologia é denominada fold
change cut-off. SGo comumente utilizados como valores limites aqueles que
refletem expressdes duplicadas ou, ainda, triplicadas em uma condicdo em

relacdo a outra.

Porém, quando observacdes repetidas estdo disponiveis, a expressédo
diferencial pode ser reconhecida de maneira mais acurada pelo emprego de
recursos estatisticos classicos — por exemplo, o Teste T de Student — ou deles
derivados — por exemplo, o teste Significance Analysis of Microarrays ou SAM,

gue se constitui em uma versao modificada do Teste T (Tusher et al., 2001)
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O teste SAM constitui-se em adequacdes as particularidades do estudo
de gendmica funcional e se baseia em trés pontos principais: (i) a inclusado de
um parametro acessorio que torna o teste mais conservador; (ii) a correcao
para multiplos testes e (iii) o calculo da probabilidade a partir dos préprios
dados, através de permutacdo, ao invés da utilizacdo de uma distribuicdo
classica, como a de Student. Este método apresenta diferentes formas de
calcular a sua estatistica, de acordo com o desenho experimental apropriado

ao estudo.

Além de calcular uma estatistica de expressao diferencial, o teste SAM
também providéncia uma medida de probabilidade de expressdo génica
diferencial que corrige para o fenémeno de mdltiplos testes, através do controle
do FDR (false discovery rate) (Benjamini e Hochberg, 1995). O FDR pode ser
descrito como a proporgado esperada de falsos positivos dentre os genes

denominados diferencialmente expressos.

3.17 CRITERIOS PARA A SELECAO DOS GENES A SEREM ANALISADAS

Para verificar a abrangéncia de analise dos dados obtidos através da
técnica de hibridizagdo em microarranjos de DNA das amostras submetidas
aos diferentes tipos de estresses foram adotados seis critérios de andlise.
Estes critérios consistiam na comparacao entre as amostras de epimastigotas
em final de fase logaritimica de crescimento (EPI 5 dias) com os distintos tipos
de estresses (pH, temperatura e nutricional). Os parametros adotados
corresponderam a valores de fold change que variaram de 2,0 a 1,5 e FDR 5%
entre as trés replicas bioldgicas utilizadas na analise (Exp Str 02, Exp Str 26 e

Exp Str 28). Os critérios foram classificados da seguinte forma:

Critério A — maior ou igual a duas vezes aumentado ou diminuido nas trés

réplicas bioldgicas.

Critério B — maior ou igual a duas vezes aumentados ou diminuidos em duas

réplicas biolégicas e exclusdo da terceira réplica.
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Critério C — maior ou igual a 1,75 vezes aumentado ou diminuido nas trés

réplicas bioldgicas.

Critério D — maior ou igual a duas vezes aumentado ou diminuido em uma
réplica biolégica; maior ou igual a 1,75 vezes aumentado ou diminuido na
segunda réplica e maior ou igual a 1,5 vezes aumentado ou diminuido na

terceira réplica bioldgica.

Critério E1 — maior ou igual a 1,5 vezes aumentado ou diminuido nas trés

réplicas bioldgicas.

Critério E2 — maior ou igual a duas vezes aumentado ou diminuido em uma
réplica biol6gica e maior ou igual a 1,5 vezes aumentado ou diminuido em duas

réplicas biolégicas.

Critério E3 — maior ou igual a 1,75 vezes aumentado ou diminuido em uma
réplica biol6gica e maior ou igual a 1,5 vezes aumentado ou diminuido em duas

réplicas bioldgicas.

Apos a analise dos dados, decidiu-se selecionar, para caracterizacao
das sequéncias nucleotidicas de seus respectivos genes as sequéncias que
apresentaram expressao aumentada ou diminuida de pelo menos 1,75 vezes

nos trés experimentos realizados (Critério C).

3.18 PCR EM TEMPO REAL

A fim de confirmar os perfis de expressao dos genes selecionados pelos
ensaios de microarranjo de DNA foi realizada a técnica de PCR em tempo real
ou PCR quantitativo (QPCR).

Os experimentos foram realizados com as mesmas amostras de mRNA
obtidas nas trés replicas biologicas (Exp Str 02, Exp Str 26 e Exp Str 28)
provenientes dos EPI 5 DIAS, bem como, dos ensaios realizados com os
diferentes tipos de estresses, estresse TAU, estresse de pH e estresse de
TEMP.
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3.18.1 Obtencdo de DNA complementar a partir do mRNA Polissomal
provenientes dos parasitas submetidos aos diferentes tipos de

estresses

Inicialmente, foram obtidos DNAs complementares (cCDNA) a partir dos
RNAs associados aos polissomas dos parasitas submetidos aos diferentes
tipos de estresses e epimastigotas em final de fase logaritimica de crescimento
das trés réplicas bioldgicas realizadas. O protocolo utilizado, foi baseado no
manual técnico da Promega (ImProm-lI™ Reverse Transcription System),
assim como, os reagentes utilizados para essa reacdo. O RNA do parasita foi
empregado como molde para a sintese de cDNA via transcritase reversa.
Aproximadamente 2 ug de RNA foram incubados com oligo dT, por 10 min a 70
°C para desnaturacéo de ambos e imediatamente transferidos para o gelo. A
mistura foi adicionada uma solugdo de dNTPs (0,5 mM/uL) MgCI2 (120 pM),
RNAseOUT (2 unidades) (Invitrogen), Transcritase reversa ImProm-I
(Promega) e respectivo tampdao. A reacdo ocorreu por 2 h a 42 °C. As amostras
de cDNA foram purificadas por Microcon YM-30 (Millipore), conforme

descri¢céo do fabricante, e armazenadas a -20 °C.

3.18.2 Amplificagdo dos genes selecionados

A fim de se obter amplificacbes com alta eficiéncia a partir da técnica de
PCR em tempo real, desenhamos os oligonucleotideos de modo a possuir Tm
de aproximadamente 60 °C, que o tamanho médio esperado do amplificado
fosse em torno de 150 pb, e que o oligonucleotideo fosse complementar
preferencialmente a regido 3’ do gene. Como normalizadores foram utilizados
0s genes H2B, o gene para proteina ribossomal L9 e a proteina hipotética de T.
cruzi 6733 (1047053506733.130). Os oligonucleotideos utilizados estéo

representados na Tabela 3.1.
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Nome

Iniciador F

Iniciador R

TCQPCR_02C05
TcQPCR_02C06
TcQPCR_02C07
TcQPCR_02C08
TcQPCR_02C09
TcQPCR_02C10
TcQPCR_02C11
TcQPCR_02C12
TcQPCR_02D01
TcQPCR_02D02
TcQPCR_02D03
TcQPCR_02D04
TcQPCR_02D05
TcQPCR_02D06
TcQPCR_02D07
TcQPCR_02D08
TcQPCR_02D09
TcQPCR_02D10
TcQPCR_02D11
TcQPCR_02D12
TcQPCR_02E01
TcQPCR_02E02
TcQPCR_02E03
TcQPCR_02E04
TcQPCR_02E05
TcQPCR_02E06
TcQPCR_02E07
TcQPCR_02E08
TcQPCR_02E09

TcQPCR_02E10a

L9
H2B
6733

5' TCCCACAGATATCAGCGTAAAAAG 3'
5' CCTCTCCCTTGGTGGTCAGC &'
5' AATGGACGCAAACAACAGTGACAG 3'
5' TTTCGGCGGCAACGGACAAGT 3'
5' TCGGCCCCGGTGTAATGATGA 3'

5' ACATTGCCCCACAGTACCAGACCAC 3
5' TGCCAAGCTCCGGAACTCACATT 3'
5' GAGTTACGCCGACCCATCACG 3
5' TGGATCGCTGCCGGTTTAGAGGA 3'
5' GGCATTGAAACCCTGGGAAACGAC 3
5' GATCCGCGGTGCATGTTGTTTC 3'
5' CGGCGTCGCAGGCAAGTTATGA 3
5'’AAATGGCTCAAACAGGATGGGACTCT 3'
5' CGTGGCGGGATGTCAGGTG 3'

5' TCAGGCGAAGGAGTGGGGACAG 3'
5' TGGTCATGTCTAACGTCGTCAAGGTG 3
5' TCGCGGATGGTGAGGAGGTT 3
5' GGACCACCTGCGCATCATCTCG 3'
5' AAGACCGCCGAGGCAAAACAGC 3'
5' ACGGAGGTCACAATCACGGCAGTA 3
5' ACGCCTGCAGCCGAGTTGGT 3
5' AATTGCGCGACAGGACCCACAC 3
5' TCCGAAAATGCACGAAAAGAA 3'

5' ACGCTCCACGGCCCCCTACA 3'

5' GGTCGTGCGGCTGCTGTCAA 3'

5' CTGGCGACGCGGACGATACG 3'

5' GACCTCCCAGATCCCGCCACAG 3
5' CGCCTATGAATGAAGTGCCTCCTGTT 3'
5' AGCTCTGCGGCGACCTCTTCC 3
5' TGCTTGCGGCGACGACAGT 3
5 CCTTCACTGCCGTTCGTTGGTTTG 3’
5 CGGTGGTGCGCGTCAACAAGAAGC 3’
5' ACATGGATGCGGGTGAAGGTA 3'

5' CCAAGCACAGGGGCAAGTAA 3
5' GCATTTTCAGGCGTCTTTGTG 3
5' TTGGGAAGTAGCGGGAAGAAAGT 3'
5' GCGGCGGCCTGCTGGTATTC 3
5' TCCGCACAACACCGCTGACTTC 3'

5' AAACTCCGAGCCAACACCACAGAAAA 3
5' CAAGCCAAGAAACGCCAAAAACAAC 3
5' GTACTCACGCGCCAATTCCTCAAC 3'
5' GGAGCCGTAGCCAACCATCACCAT 3'
5' GCAACCAACGCCCCCAGAGAATAA 3
5' ACGGTGTCGGCTGTGGGTTTG 3'

5' ATCCGATCCAGTGCCGTTGTGAGT 3
5' CCTCACTTCGGCTACTACACAATGGT 3'
5' GGGGCCGTGGAGCGTCTT 3
5' GCCTCGGCATTCTTCAGCAGTG 3'
5' CTAAAGCATGGCAGCGGAAAGTC 3
5' TCATTACGCAGAGCCATCATTTCAT 3'
5' AGGAAGCCAAGGCGGTCGTCAC 3
5' GCGGCGTGAACTCGTCCAACTT 3'
5' TCCCCCACACGAACACCATCAGA 3
5' CTGCGCAGTGACGGTTGGAGTT 3'
5' TGACGCCACGGAAGATGAGGAACT 3'
5' ATCCATCAACAGAAATCACGACAC 3
5' CGCCAACAACAGCTCCCAAAGTC 3
5' GCCCTGGGTGCTCGGAATCA 3
5' ACACGGCCGACGGAACAACTCTG 3
5' CGGGTCCGCCTCAAGCATTTTC 3
5' TTCGTGCACCCCGTATAGATTTCCTC 3
5' GCACGGCACGCTTGTCCATCTT 3
5' CCGGCGCAAACACCACAGGA 3
5ATGCGAGAGTGCCGTGTTGATGGT 3’
5 CCAGGTCCGCCGGCAGCACGAG ¥
5' TGCCGCCAATAAGGTAAAATC 3'

Tabela 3.1. Sequéncias nucleotidicas dos iniciadores Foward (F) e Reverse (R)

utilizados nas reagdes de PCR em tempo real.

O principio da técnica de PCR em tempo real baseia-se na deteccéo de
fluorescéncia emitida a medida que o DNA é gerado e de acordo com a
concentragcdo do fluoroforo entre as cadeias de DNA geradas. Foi utilizado o
corante SybrGreen | (Applied Biosystems) para comparacdo das diferentes
amostras de RNA. SybrGreen € um fluoréforo inespecifico capaz de detectar

qualquer molecular de DNA dupla fita gerada.

O método de quantificacdo utilizado foi o de curva padrdo, através dos
valores de Ct (threshold cycle). A curva padréo consistiu em 4 pontos, diluindo-

se 0 cDNA entre um ponto e outro. As concentracdes foram de 10 ng a 16 pg.

64



Para curva padréo foram utilizadas amostras de cDNA provenientes do RNA
polissomal de EPI 5 DIAS. Para cada gene analisado (incluindo os
normalizadores), foram feitas curvas padrbes para analise. Todas as reacdes

foram feitas em triplicata.

As reacdes foram realizadas no ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystems). As reacdes com volume final de 20 pl, utilizando
10 ng de cDNA para cada reacado, agua livre de RNases, 200 mM de cada
iniciador e a concentracdo recomendada de SYBR Green Master Mix. O ciclo
de PCR foi: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, seguido por 45 ciclos de 95 °C por
15 segundos, Tm do iniciador em °C por 30 segundos (ver Tabela 3.2) e 70 °C
por 60 segundos. Curvas de dissociacdo também foram analisadas para
detectar a especificidade da reacdo. Esse protocolo foi aplicado tanto para os

genes a ser investigados, quanto para 0s genes normalizadores.

A eficiéncia das reacdes de PCR foi calculada de acordo com a

equacao:

Eficiéncia da PCR = [10(-1/slope)-1]
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Nome Tm do miciador

TcQPCR_02C05 9 °C
TeQPCR_02C06 9 °C
TcQPCR_02C07 60 °C
TcQPCR_02C08 60 °C
TeQPCR_02C09 60 °C
TeQPCR_02C10 9 °C
TcQPCR_02C11 60 °C
TcQPCR_02C12 60 °C
TcQPCR_02D01 62 °C
TeQPCR_02D02 60 °C
TeQPCR_02D03 62 °C
TcQPCR_02D04 60 °C
TcQPCR_02D05 9 °C
TcQPCR_02D06 9 °C
TeQPCR_02D07
TeQPCR_02D08 60 °C
TcQPCR_02D09 65 °C
TcQPCR_02D10 60 °C
TeQPCR_02D11 60 °C
TeQPCR_02D12 9 °C
TcQPCR_02E01 65 °C
TcQPCR_02E02 60 °C
TcQPCR_02E03 9 °C
TcQPCR_02E04 65 °C
TcQPCR_02E05 60 °C
TcQPCR_02E06 60 °C
TcQPCR_02E07 60 °C
TcQPCR_02E08 60 °C
TcQPCR_02E09 60 °C
TecQPCR_02E10a 9 °C
L9 0°C
H2B 60 °C
6733 9 °C

Tabela 3.2. Temperatura de analamento (Tm) dos iniciadores utilizados nas

reacdes de PCR em tempo real.

3.19 ANALISE PROTEOMICA

3.19.1 Preparacao de extrato total de proteinas

As proteinas totais foram extraidas das formas epimastigotas em final de
fase logaritimica de crescimento (EPI 5 dias), epimastigotas submetidos ao

estresse nutricional, de pH e de temperatura de células de T. cruzi submetidas
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as diferentes condi¢bes de estresses (pH, temperatura e nutricional) foram
utilizados para extracdo de proteinas totais das células como mencionado a
seguir. Para os experimentos que se seguem foram realizadas trés réplicas
biologicas distintas. Vale salientar que as amostras utilizadas para este
experimento sao provenientes das culturas utlizadas nos ensaios de

microarranjos de DNA descritas acima (item 3.12).

5 x 10° células foram centrifugadas a 8000 x g por 5 minutos a 10 °C e
lavadas trés vezes em PBS seguidos pelos mesmos passos de centrifugacao.
A extracdo das proteinas foi realizada utilizando um protocolo padréo para T.
cruzi (Paba et al., 2004). Neste protocolo, as células sdo suspensas em 50 pL
de 0,2% de SDS e fervidas por 5 minutos e colocadas imediatamente no gelo
por 1 minuto. Para a solubilizagcdo das proteinas foi adicionado 350 pL de
tampéo de solubilizacdo e o material foi homogenizado e colocado por 30
minutos em um agitador orbital para uma maior eficiéncia de solubilizacdo das
proteinas. Decorrido este tempo, a amostra foi centrifugada a 14000 RPM por
10 minutos. O sobrenadante transferido para outro tubo e armazenado a -80 °C

até o momento do uso.

3.19.2 Digestao de proteinas por tripsina

Previamente a digestao foi realizada uma purificacdo utilizando o kit 2D
Clean-up (GE Healthcare) com cerca de 75 ug de proteinas totais, desta forma,

as proteinas foram mantidas em uma condi¢&o precipitada.

A fim de deixar as proteinas em um estado reduzido, o pellet obtido na
etapa anterior, foi suspenso em 25 puL de uma solucdo de uréia (8M
Urea/100mM ABC/5mM Dithiothreitol (DTT) , para alcancar uma concentracao
de 5 pg/uL. A amostra foi incubada por duas horas a uma temperatura de 24
°C.

Apos a redugdo, foi necessario alquilar as proteinas com iodoacetamida
(IAA) prevenindo renaturacbes das mesmas. Para que isso ocorresse foi

necesséario a adicdo de 15 mM de IAA, em solucdo contendo bicarbonato de
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amonia (200 mM 1AA/100 mM ABC). A reacgédo ocorreu durante o periodo de 45
minutos em uma temperatura de 24 °C em um ambiente protegido de luz. Ao
fim da reacdo de alquilacdo foi necessario adicionar a mesma quantidade de
DTT (200 mM DTT/100 mM ABC) para consumir toda a IAA adicionada

previamente.

Uma vez as proteinas reduzidas e alquiladas foram realizadas diluicbes
das amostras para se obter a uréia em uma concentracdo de 1 M. Para tanto, a
a amostra foi diluida com 50 mM ABC e 2 mM CacCl, antes de ser adicionado
tripsina em uma proporcdo de 1:30 (tripsina : extrato protéico) A disgestédo
ocorreu através da incubacdo a 37 °C, sob leve agitacdo, durante 18 horas. A
inativacdo da digestdo aconteceu com a adicdo de acido trifluoroacético até

gue o pH da solucao alcancasse 5,0.

3.19.3 Espectrometria de Massa em Tanden Associada a Cromatografia
Liquida (LC-MS/MS)

Os peptideos obtidos foram desalinizados em colunas C8 (Michrom
BioResouces) e submetidos a analise por 2D Nano LC-MS/MS (Michrom
BioResources Paradigm MS4 Multi-Dimensional Separations Module, a
Michrom NanoTrap Platform and an LCQ Deca XP plus ion trap mass
spectrometer). A espectrometria de massa (MS) foi operada na modalidade
dado-dependente e os quatro ions mais abundantes em cada espectro de MS

foi selecionado e fragmentado para produzir um Tanden de espectro de massa.

As proteinas foram identificadas pela comparacdo dos espectros
gerados a partir dos peptideos apds a fragmentacdo na camara de coliséo,
com a previsao tedrica dos espectros presentes no banco de dados (BD) de
proteinas preditas para o T. cruzi baseado na cepa de referéncia do genoma de
CL Brener (El-Sayed et al., 2005) utilizando o algoritmo Sequest (MacCoss, et
al., 2002; Gatlin, et al., 2000). Para se estimar a taxa de falso positivo gerada
pela comparagdo com BD de T. cruzi foi realizada uma nova busca utilizando o

BD em questdo, porém, invertendo a ordem dos aminoacidos das proteinas
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antes de gerar o0s espectros tedricos (Banco de dados reverso). As
combinacdes de peptideos e proteinas foram ordenadas baseando-se na
probabilidade gerada pelo algoritmo Sequest e ajustado para uma taxa de falso
positivo menor que 0,1%. Somente peptideos identificados que possuissem
uma digestao triptica completa, com indice de cross-correlation scores (Xcorr)
maior que 1,9, 2,3 e 3,75 para ions com uma, duas ou trés cargas
sequencialmente foram usados para identificacdo de peptideos. Em adicédo a
esta analise, o indice delta correlation scores (A Cn) deveriam ser maiores que
0,1 e para aumentar a estringéncia somente foram selecionadas as proteinas

que possuissem probabilidade menor que 0,005 (< 5 1073).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DA TAXA DE METACICLOGENESE IN VITRO APOS
SUBMISSAO DO T. CRUZI A DIFERENTES TIPOS DE ESTRESSE

A fim de verificar a capacidade de diferenciacdo do Trypanosoma cruzi
apos submissdo a distintos tipos de estresse (estresse de pH, estresse de
temperatura e estresse nutricional), foram realizados trés experimentos
independentes de diferenciacdo celular do parasita em meio quimicamente
definido (TAU3AAG). Os epimastigotas foram cultivados em meio LIT até
atingirem final de fase logaritimica de crescimento, ou seja, quinto dia de cultivo
a 28 °C. Os diferentes tipos de estresse foram estabelecidos conforme
descritos em Materiais e Métodos (itens 3.3.3.1, 3.3.3.2 e 3.3.3.3) e as células
foram inoculadas no meio de diferenciagdo celular (TAU3AAG) conforme
descrito por Contreras et al., 1985. Como néo existe divisdo celular neste
processo, a taxa de metaciclogénese foi calculada através de contagem de
parasitas no sobrenadante de cultura, diferenciando-se entre as formas
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas. As contagens foram feitas a cada
24 horas durante 4 dias. Os dados indicaram que a taxa de metaciclogénese,
ou seja, a capacidade de diferenciacdo celular ndo foi afetada pelos tipos de
estresse utilizados neste trabalho. No entanto, os resultados mostraram que
nas primeiras 48 horas ha uma diferenca na porcentagem de tripomastigotas
metaciclicos presentes no sobrenadante da cultura apdés o estresse de pH
(Gréfico 4.2) e de temperatura (Grafico 4.3), quando comparados ao estresse
nutricional (Grafico 4.1). Isto indica que o parasita ao ser submetido aos
estresses de pH e temperatura sofre um retardo no disparo da
metaciclogénese, visto que a taxa de 70% de metaciclico observada nas
primeiras 24 horas do estresse nutricional s6 é alcancada ap6s 72 horas, no

caso destes tipos de estresse.

Com o decorrer do tempo de permanéncia do parasita no meio

TAU3AAG as diferencas no numero de tripomastigotas metaciclicos tornaram-
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se reduzidas até que nos tempos finais (96 horas) de metaciclogénese in vitro,
independente do tipo de estresse imposto, estas diferengcas nédo foram
significativas. Os gréaficos com a representacdo dos valores das contagens das

células podem ser visualizados abaixo.

-
Estresse Nutricional
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L M Epimastigotas ™ Tripomastigotas Metaciclicos

Gréfico 4.1. Porcentagem de formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos presentes no sobrenadante de cultura em meio de diferenciacdo celular

(TAU3AAG) ap0s a submissao ao estresse nutricional, em diferentes periodos de tempo.
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Grafico 4.2. Porcentagem de formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos presentes no sobrenadante de cultura em meio de diferenciagcédo celular

(TAU3AAG) ap0s a submissao ao estresse de pH, em diferentes periodos de tempo.
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Estressede Temperatura
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Grafico 4.3. Porcentagem de formas epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos presentes no sobrenadante de cultura em meio de diferenciacdo celular
(TAU3AAG) ap6s a submissdo ao estresse de temperatura, em diferentes periodos de
tempo.

4.2 ANALISE DA INFECTIVIDADE ATRAVES DE ENSAIOS BIOLOGICOS
IN VIVO E IN VITRO

Como a submissao do parasita a diferentes tipos de estresse néo afetou
a sua capacidade de metaciclogénese, a questéo foi verificar se a capcidade
de infeccdo também néo foi afetada. Para tanto, foram realizados ensaios de
infeccdo em culturas de células Vero (in vitro) e camundongos (in vivo)
utilizando os tripomastigotas metaciclicos purificados do sobrenadante de
TAU3AAG ap0s a inducéo dos diferentes tipos de estresse estabelecidos.
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4.2.1 Ensaios Biolégicos in vitro

Os tripomastigotas metaciclicos obtidos sob diferentes condi¢cdes de
estresse ndo apresentaram diferencas na capacidade de infeccdo e de
multiplicacéo intracelular (p>0,10 — Tabela 4.1). As taxas de infeccdo apos 72
horas de interacdo variaram de 4,0 a 6,13% com um numero médio de 12 a 17
amastigotas por célula (Tabela 4.1). Além disso, a liberacdo dos parasitas no
sobrenadante das monocamadas celulares, observada apés 96 a 120 horas de
infeccdo, reforca que os tripomastigotas mantiveram sua capacidade de

infecgao, multiplicagéo e diferenciagéo intracelular.

N° de amastigotas por

Tipo de estresse % de células infectadas* célular
Temperatura 6,13+2,07% (4,0 a 10,5%) 12,79 +2,46 (9,7 a 16,6)
pH 4,0+1,56% (2,0a6,5%) 12,56+ 4,05 (8,0 a 18,0)
TAU 4,79+ 1,08% (4,0a7,0%) 17,2+5,09 (13,3 a 27,2)

Tabela 4.1. Taxa de infec¢cdo de células Vero ap6s 72 horas de incubagdo com
tripomastigotas metaciclicos de Trypanosoma cruzi clone Dm28c obtidos sob diferentes
condicdes de estresse. Os resultados representam a média + desvio padrdo de 8
laminulas por experimento, determinada através da contagem aleatéria de 200 células
por laminula. *p>0,10 (ndo significante).

4.2.2 Ensaios Biolégicos in vivo

Testes parasitolégicos e de imunofluorescéncia indireta (IFI)
demonstraram que o0s tripomastigotas metaciclicos submetidos a diferentes
condicbes de estresse foram capazes de infectar camundongos. Contudo,
diferentes taxas de infeccédo foram observadas como mostrado na Tabela 4.2.
Quando inoculado os tripomastigotas provenientes do estresse de temperatura,
quatro de cinco camundongos (80%) apresentaram infecgcdo, como pode ser
visto no IFI, entretanto, apenas um de cada cinco (20%) apresentou testes

parasitolégicos positivos. Nas condi¢cdes de estresse de pH, quatro em cada
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cinco (80%) camundongos inoculados com tripomastigotas apresentaram
infeccdo, conforme evidenciado pelos testes parasitolégicos e IFl. Embora
apenas quatro (66,7%) camundongos inoculados com tripomastigotas
derivados do estresse nutricional (TAU) tenham apresentado testes
parasitolégicos positivos, todos o0s animais deste grupo apresentaram
anticorpos anti-T. cruzi (Tabela 4.2). Todos o0s camundongos positivos
mostraram baixos niveis de parasitemia, sendo que os valores maximos foram
de 14,4 a 28,8 x 10° parasitas/ml.

Os triatomineos alimentados com o sangue dos camundongos
infectados ndo mostraram parasitas em seus intestinos mesmo ap6s 30 dias de
inoculacdo (Tabela 4.2). O xenodiagndstico foi negativo provavelmente pela
pouca parasitemia ou até mesmo devido ao fato da baixa sensibilidade do

teste, uma vez que os insetos estavam completamente ingurgitados.

Tiposde Sangue fresco  Hemocultura Xenodiagndstico IFI
estresses positivoftotal  positivo /total positivo /total positivo /total
Temperatura 1/5 3/5 0/3 4/5
pH 4/5 4/5 0/4 4/5
TAU 4/6 4/6 0/4 6/6

Tabela 4.2. Infeccdo in vivo. Infectividade de camundongos Swiss por
tripomastigotas metaciclicos do clone Dm 28c de Trypanosoma cruzi submetidos a

diferentes condi¢cdes de estresse.

4.3 ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA POR
MICROARRANJOS DE DNA

4.3.1 Obtencdo das amostras a serem hibridizadas no microarranjo

Para a obtencdo das amostras, foram selecionados parasitas da forma
epimastigota em fase logaritmica de crescimento (EPI 3 dias), epimastigotas
em final de fase logaritmica de crescimento (EPI 5 dias) e os epimastigotas
submetidos a diferentes ensaios de estresse — estresse de temperatura,

estresse de pH e estresse nutricional, respectivamente. Foram obtidas trés
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réplicas bioldgicas distintas, denominadas Exp Str 02, Exp Str 26 e Exp Str 28.
Sendo que para os epimastigotas em fase logaritmica de crescimento (EPI 3
dias), foi obtida apenas um réplica bioldégica. RNA polisomal foi extraido de

fracOes provenientes destas réplicas bioldgicas.

As amostras de RNA polissomal foram obtidas conforme descrito em
Materiais e Métodos (item 3.5). A quantidade do RNA foi estimada e todas
tiveram uma razdo entre a absorbancia a 260 nm e a absorbancia a 280 nm

maior ou igual a 1,9, indicando a boa qualidade da preparacéo.

Como em algumas amostras o rendimento de RNA polissomal foi
insuficiente realizou-se uma amplificacdo in vitro do RNA utilizando o
MessageAmpTM Il aRNA Kit (Ambion Inc) conforme descrito em Materiais e
Métodos (item 3.9), partindo de 2 ug de RNA de cada amostra. Todos 0s RNAs
amplificados tiveram uma razao entre a absorbancia a 260 nm e 280 nm maior
ou igual a 1,9. Na Tabela 4.3 foram listadas as quantidades totais de RNA

obtidas apds as amplificacdes.

Condicéo Quantidade em g

EPI 3 DIAS 181,6 pg
EPI 5 DIAS 02 196 pg

EPI 5 DIAS 26 246,4 ug
EPI 5 DIAS 28 203,2 ug
pH 02 200,8 ug
pH 26 227,2 ug
pH 28 176,8 pg
TEMP 02 204,8 ug
TEMP 26 160,8 ug
TEMP 28 216,8 ug
TAU 02 200 g

TAU 26 156,8 ug
TAU 28 195,2 ug

Tabela 4.3. Quantidade total de RNA amplificado a partir de 2 ug de RNA extraido.

4.3.2 Hibridizacdes

Para a realizacdo deste trabalho, o microarranjo utilizado esta

representado na Figura 4.1, onde esta disposto um conjunto de sondas em
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triplicata. Pode-se notar que cada triplicata € constituida por uma regidao onde o
sinal € mais forte e uma regido onde o sinal € mais fraco. Esta Ultima
corresponde a sondas selecionadas em bancos de dados, cujo protocolo de
amplificacdo utiliza DNA genbémico. As sondas que fornecem sinal mais forte

foram amplificadas de biblioteca de cDNA.

Figura 4.1. Microarranjo de T. cruzi versdo 5.0.1 produzido no IBMP.

De acordo com o desenho experimental estabelecido para as
hibridizagdes foram realizados 3 conjuntos de 12 hibridiza¢des utilizando cada
uma das réplicas biologicas de cada tipo de estresse. O conjunto 1 de
hibridizacdes foi composto pelas amostras: EPI 3 dias, EPI 5 dias 02, pH 02,
TAU 02 e TEMP 02. O conjunto 2, pelas amostras: EPI 3 dias, EPI 5 dias 26,
pH 26, TAU 26 e TEMP 26. O conjunto 3, por EPI 3 dias, EPI 5 dias 28, pH 28,
TAU 28 e TEMP 28. A Figura 4.2 esquematiza cada conjunto de hibridizac¢des.

77



| EPI 3 DIAS

|

EPI 5 DIAS

¥

TEMP TAU

r 3

PH

Figura 4.2. Desenho experimental das hibridizagdes. Cada seta representa uma
hibridizagc8o. A cauda da seta indica as amostras marcadas com Cy3. A cabeca da seta
indica as amostras marcadas com Cy5. Este esquema foi utilizado para cada um dos

conjuntos.

Figura 4.3 mostra uma representacdo grafica da intensidade do sinal
emitido por um fluoréforo, sendo que a cor estd associada a intensidade da
fluorescéncia. A fluorescéncia mais fraca corresponde a uma cor azul e
conforme ela vai ficando mais intensa as cores associadas sao o verde, 0
amarelo, o vermelho e o branco (indicativo de saturagéo do sinal). Nesta figura,
pode-se observar também a imagem composta, na qual as cores passam a ter
outro significado: o verde significa que o sinal € mais intenso em uma amostra,
o vermelho significa que a intensidade é maior na outra amostra, e o amarelo

corresponde a mesma intensidade de fluorescéncia nas duas amostras.
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Figura 4.3. Intensidade de fluorescéncia em uma sec¢ao da lamina do microarranjo
de T. cruzi. A — Sobreposicéo das imagens de Cy3 e Cy5. B — Imagem da intensidade de
sinal gerada por Cy3. C — escala de cores de intensidade de fluorescéncia.

4.3.3 Numero de genes diferencialmente expressos

Foram realizadas comparacfes entre epimastigotas em final de fase
logaritmica de crescimento (EPI) e cada um dos distintos estresses (pH, TEMP
e TAU). Para gerar a listagem dos genes diferencialmente expressos, foram
estabelecidos os critérios estabelecidos no item 3.17. O numero de genes
selecionados a partir de cada um destes critérios, com redundéancia, pode ser
observado na Tabela 4.4. Enquanto, a lista dos genes selecionados para cada
um dos critérios estabelecidos pode ser viasualizada no item 8 (Anexo 29 a
34).
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A B C D El E2 E3
EPI X TAU 2 40 24 51 98 63 89
EPI X pH 3 14 8 13 22 14 19
EPI X TEMP 0 12 2 12 27 15 24

Tabela 4.4. NUmero de genes selecionados a partir da analise de microarranjo de
DNA. Comparacdes entre epimastigotas em final de fase logaritmica de crescimento

(EPI) e cada um dos tipos de estresse.

4.3.4 Selecdo dos genes diferencialmente expressos

A fim de estudar um conjunto mais coeso de genes obtidos a partir das
andlises dos microarranjos de DNA foi selecionado o grupo de genes obtidos a
partir do critério C. Desta forma, foram selecionados 32 genes que possuiam
um fold change de 1,75, considerando as trés réplicas bioldgicas analisadas,
sendo que 2 genes eram compartilhados entre os estresse de pH e nutricional
(TAU). Neste grupo, 8 genes foram obtidos a partir da comparagdo de
epimastigotas com epimastigotas submetidos ao estresse de pH. Neste grupo,
6 genes eram considerados aumentados e 2 genes diminuidos em relacédo a
pH. Além disso, 24 genes foram selecionados ap6s a comparacdo entre
epimastigotas e epimastigotas submetidos ao estresse nutricional (TAU) o qual
5 genes mostraram um perfil de aumento e 19 diminuidos nesta comparacao,
sendo que 2 genes eram compartilhados entre os estresses de pH e nutricional
(TAU). Ja para a comparacao de epimastigotas com epimastigotas submetidos
ao estresse de temperatura, observou-se que apenas 2 genes foram
selecionados por este critério com um perfil de diminuicdo. Na tabela 4.5 pode-

se observar tais resultados:
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Genes Aumentados Genes Diminuidos TOTAL

pH 6" 2 8
TAU 5 19 24
TEMP 2 2

*redundancia de 2 genes entre pH e TAU

Tabela 4 5. Namero de genes selecionados a partir do critério C apés a analise
dos microarranjos de DNA. Apresentacdo dos genes com expressdo aumentada e
diminuida em relagdo a comparagdo de epimastigotas em final de fase logaritmica de
crescimento e cada um dos estresses estabelecidos.

Na Tabela 4.6 pode-se observar a lista dos genes selecionados a partir
do critério C. Nas colunas pode-se notar a origem de selecdo do gene, os
nameros identificadores das sondas no microarranjo do T. cruzi (probe ID),
identificacdo do gene de acordo com as sequéncias espotadas nas laminas de
microarranjo de DNA do IBMP (probe name) e a descricdo dos genes

selecionados (gene).
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ProbelD ProbeName Gene ID Gene

3538 CTG 613 10960.100001 thiolase protein-like protein, putative
TA6T MG_ST_15 E12 5408100002 Hypothetical protein, conserved
8499 Tc.00797 54414100009 Hypothetical protein, conserved
3273 CTG 576 718000003 HSP70, mitochondrial precursor
4445 MG_24H 16 _B12 8149.100002 Peptidyl-prolyl cs-trans somemsefrolamase, putative
5911 IB_ST_17_BO7 8178100003 Hypothetical protein, conserved
4662 MG_EP_03 C09 8609 00009 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, putative
2539 MG _24H 08 E02 8791 100006 Miochondrial DEAD box protein, putative
1256 MG_24H 11_Ho4 8822100004 Hypothetical protein, conserved
691 IB_ST_20_FO1 43381100006 Theim ostable carboxypeplidase 1, putative
8256 Tc.01015 5669 100003 Hypothelical protein, conserved
7980 1IB_MT_05_G05 5884 100002 Hypothetical protein, conserved
4715 MG_24H 20 AODT 6113100005 Hypothetical polein, conserved
1886 CTG_2413 6836 100005 Hypothelical protein, conserved
5237 1IB_MT_02_D01 65854100008 605 ribosomal prolein L17, pulative
9838 Tc.01991 6986100019 Hypothetical protein, conserved
6511 MG_EP_04 CO1 7118100034 Hypothetical protein, conserved
1035 CTG_1307 7265100003 Aminine kinase
3386 CTG_1913 7515100005 Flagellar calcium-binding protein, putative
1828 CTG 167 7617 100056 Hypothetical protein, conserved
5930 MG_EP_02_G05 F753 100025 hypothelical protein, conserved
2133 CTG_2267 7782100009 Hypothetical protein, conserved
7275 MG_EP_09 Bi1 7832 100016 Hypothetical protein, conserved
4073 MG_24H 02 FO2 7885100004 Hypothetical protein, conserved

3 CTG_1213 7984100006 Glyceraldehyde 3-phosphalte dehydrogenase, pulative
1672 CTG_3634 8319100003 Hypothetical protein, conserved
3119 CTG_1674 8347100008 Peptidase M20/M25/M40, putative
9833 Tc.01822 8578100003 DnaJ protein
8 CTG_3467 8621100016 HSP70
7959 IB_ST_17_B09 8590 100004 Phosphoglycerate kinase, putalive
9116 Tc.03493 8717100019 GPI fransaminidase com ponent Tia1, putative
2799 MG 24H 07 HOS 8754100004 Hypothelical prolein, consenved

Tabela 4.6. Lista de genes selecionados a partir do critério C estabelecido para os

resultados das analises de microarranjo de DNA. Em preto os genes com carater

aumentados em relacdo a comparacdo dos distintos estresses com as formas
epimastigotas em final de fase logaritmica de crescimento. Em vermelho os genes

diminuido mediante a mesma comparacéo citada acima.

4.3.5 Identificacdo de genes significativamente diferentes entre os

estresses

Além das analises realizadas a partir dos critérios estabelecidos
previamente, também foi observado um conjunto de genes obtidos pela técnica
de microarranjo que mostravam diferencas de padrdo de expressdo entre 0s
estresses analisados. Para gerar este grupo de genes, foi realizada anélise de
microarranjo comparando o0s estresses entre si, ndo utilizando as formas

epimastigotas (EPI 5 DIAS) como parametro.
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Com isso, foi selecionado estatisticamente um grupo de 11 genes
significativamente diferentes entre os estresses, sendo que 3 deles também
foram selecionados anteriormente pelo critério C utilizado neste trabalho
(7782.t00009, 8621.t00016 e 6854.t00008). Na tabela a seguir pode-se

visualizar o grupo de genes com perfis de expressao diferentes entre os

estresses.

Gene ID Descricao
8158.t00013 Heat Shock Protein 85, putative
8440.t00004 Hypothetical protein conserved
8343.t00011 Hypothetical protein conserved
7744.t00035 Hypothetical protein conserved
5798.t00008 Coronin, putative
7960.t00009 Hypothetical protein conserved
4911.t00014 Enolase, putative
8730.t00015 Hypothetical protein conserved
7782.t00009 Hypothetical protein conserved
8621.t00016 HSP70
6854.t00008 Ribosonal Protein L17, putative

Tabela 4.7. Genes significativamente diferentes entre 0s estresses.

A partir desta listagem é possivel destacar conjuntos de genes que

mostram um perfil de expressdo muito interessante e que valem ser

ressaltados:

e Genes que mostram uma grande amplitude de diferencas de expresséo

guando comparado estresse de temperatura (aumento de expressao) com

estresse nutricional (diminuicdo de expressao).

exemplificam tais diferencas.

Os gréaficos abaixo
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8158.t00013 - heat shock protein 85, putative
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Gréfico 4.4. Grafico comparativo do gene 8158.t00013 — Heat Shock protein 85,

putative. Perfil de expressdo do gene quando comparado os estresses estudados. pH -

estresse de pH, Te — estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28 dias

no qual foi realizado os experimentos de estresse.
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B34 3100011 = Hypothetical protain, cons
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Te 02
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Grafico 4.5. Gréfico comparativo do gene 8343.t00011 — Hypothetical protein,

conserved. Perfil de expressao do gene quando comparado os estresses estudados. pH

— estresse de pH, Te — estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28

dias no qual foi realizado os experimentos de estresse.
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8440,100004 - Hypothetical protein. cons.

pH 02 pH 26 pH 28 Ted2 Te 2§ Te 28 Tad2 Ta 26 Ta 28

Grafico 4.6. Gréfico comparativo do gene 8440.t00004 — Hypothetical protein,
conserved. Perfil de expressdo do gene quando comparado os estresses estudados. pH
— estresse de pH, Te — estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28

dias no qual foi realizado os experimentos de estresse.

8730.t00015 - Hypothetical protein. conserved

pHOZ  pH 26 pH 28 TelZ Tel6 TelB Ta 02 Tald Tala

Gréfico 4.7. Gréfico comparativo do gene 8730.t00015 — Hypothetical protein,
conserved. Perfil de expressdo do gene quando comparado os estresses estudados. pH
— estresse de pH, Te — estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28
dias no qual foi realizado os experimentos de estresse.
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e Genes que possuem seu perfil diminuido em dois tipos de estresse. Neste
caso, foram selecionados os genes (8621.t0016 e 6854.t0008) que mostram
diminuicdo de expresséo tanto no estresse de pH quanto no estresse

nutricional.

BE21.tD01E - HEPTD
0.5

oo

0,5 - - —

pHOZ pH 28 pH 28 Te D2 Te 26 Te 2B Tad2 Ta2d TaZd

Gréfico 4.8. Gréafico comparativo do gene 8621.t00016 — HSP70. Perfil de
expressédo do gene quando comparado os estresses estudados. pH — estresse de pH, Te
— estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28 dias no qual foi

realizado os experimentos de estresse.

GRS D000E - Ribosomal protein L17, putalive
04 -

0.4

02 5 = =

L4 4 = -

0.4 - | —

0.8 —

pHO2 pH 26 pH I8 Ted2 TelS Te 28 Taz Tald Tald

Grafico 4.9. Gréafico comparativo do gene 6854.t00008 — Ribosomal protein L17,
putative. Perfil de expressdo do gene quando comparado os estresses estudados. pH —
estresse de pH, Te — estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28 dias

no qual foi realizado os experimentos de estresse.
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e Genes que demonstram um perfil de expressdo aumentado em dois tipos
de estresse. Foram selecionados os genes 5798.t00008 e 7960.t00009 que
mostram uma tendéncia de aumento de expressdo no estresse de

temperatura e nutricional quando comparados com o estresse de pH.

5798.t00008 - Coronin, putative

0.8

06

04

0.0

024 - —

-04 —

-0.6

-0.8

pH 02 pH 26 pH 28 Te 02 Te 26 Te 28 Ta 02 Ta 26 Ta 28

Gréfico 4.10. Gréafico comparativo do gene 5798.t00008 — Coronin, putative. Perfil
de expressédo do gene quando comparado os estresses estudados. pH — estresse de pH,
Te — estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28 dias no qual foi

realizado os experimentos de estresse.

TO60.100009 - Hypothetical protein. comns.

]

pH 02 pH 28 pH 28 Ted2 Te 4 Teld Ta 02 Ta 26 Ta X

Grafico 4.11. Gréfico comparativo do gene 7960.t00009 — Hypothetical protein
conserved. Perfil de expressdo do gene quando comparado os estresses estudados. pH
— estresse de pH, Te — estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28

dias no qual foi realizado os experimentos de estresse.
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e Gene para o qual pode ser visualizado um perfil de aumento de expresséo
no estresse de pH e diminuic&o no estresse nutricional.

7744100035 - Hypathetical protein, cons

pHOZ  pHIE pH2E  Tel2 Teld Te 28 Ta 02 Ta 26 Ta 28

A

Grafico 4.12. Gréfico comparativo do gene 7744.t00035 — Hypothetical protein
conserved. Perfil de expressdo do gene quando comparado os estresses estudados. pH
— estresse de pH, Te — estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28
dias no qual foi realizado os experimentos de estresse.

e Gene com perfil significante de diminuicdo de expressao em estresse de
temperatura.

7782.t00009 - Hypothetical protein, cons

pH 02 pH 26 pH 28 Te 02 Te 26 Te 28 Ta 02 Ta 26 Ta 28

Gréfico 4.13. Gréafico comparativo do gene 7782.t00009 — Hypothetical protein
conserved. Perfil de expressdo do gene quando comparado os estresses estudados. pH
— estresse de pH, Te — estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28
dias no qual foi realizado os experimentos de estresse.
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e Gene que demonstra um perfil de diminuicdo de expressdo em todos o0s

estresses analisados em relagcédo as formas epiamstigotas.

4911.t00014 - Enolase, putative

0.0

-0.5

-2.0

-2.5

pH 02 pH 26 pH 28 Te 02 Te 26 Te 28 Ta 02 Ta 26 Ta 28

Grafico 4.14. Gréfico comparativo do gene 4911.t00014 — Hypothetical protein
conserved. Perfil de expressdo do gene quando comparado os estresses estudados. pH
— estresse de pH, Te — estresse de temperatura e Ta — estresse nutricional. 02, 26 e 28

dias no qual foi realizado os experimentos de estresse.

4.4 ANALISE QUANTITATIVA POR PCR EM TEMPO REAL DOS GENES
SELECIONADOS

A técnica do PCR em tempo real foi utilizada para confirmar os perfis de
expressao dos genes selecionados pelo microarranjo de DNA descritos no item
4.3.4.,Tabela 4.6. Os genes da histona H2B, da proteina ribossomal L9 e a
proteina hipotética de T. cruzi 6733 foram utilizados como normalizadores.

Na Figura 4.4 observa-se o padrdo de amplificacdo e da curva de
dissociacao encontrado para o gene 5884.t00002, ressaltando a boa qualidade
das amplificacdes e a homogeneidade de amplificacdo entre as replicatas . As
curvas de amplificacdo sao referentes as triplicatas das diluicbes da curva
padrdo, triplicatas das amostras de cada um dos trés experimento realizados e
triplicatas do branco. Além disso, pode-se observar a curva de dissociagao da

amostra demonstrando a ndo contaminacédo das memas.
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Figura 4.4. Padrdo de uma Curva de Amplificacdo (A) e dissociacdo (B) para um
gene analisado a partir da técnica de PCR em Tempo Real.

Os valores correspondentes dos cDNA em cada tipo de estresses, bem
como, para as formas epimastigotas em final de fase exponencial de
crescimento foram calculados a partir da média do valor obtido para cada
reacao realizada para os gene selecionados. Assim, este valor médio foi
dividido pela média do valor obtido para o conjunto dos genes normalizadores
(ver Tabela 4.8).
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NORMALIZADO

6733 L9 H2B média
E02 0,790802| 0,765813| 0,651701| 0,758151
pHO02 0,525089| 0,68784| 0,648448| 0,603142
TAO02 0,2822| 0,473372| 0,36412| 0,372572
TEO2 0,817668| 1,054508| 1,100509| 1,011962
E26 0,575508| 0,652968| 0,605242( 0,620864
pH26 0,548433| 0,661634| 0,547895( 0,597554
TA26 0,235007| 0,280889| 0,205317| 0,225196
TE26 0,509521| 0,651976| 0,468499| 0,531908
E28 0,650117| 0,875365| 0,69915| 0,724349
pH28 1,05226| 0,576562| 0,454982( 0,677889
TA28 0,293461| 0,35311| 0,236878| 0,280568
TE28 0,806387| 1,120439| 1,049663| 0,958543

Tabela 4.8. Exemplo de tabela representando os valores médios de um gene
selecionado para analise por PCR em tempo real. Nas colunas 6733, L9 e H2B estdo
representados os valores médios de cada amostra (linha) para seus respectivos
normalizadores. Na coluna média — valor médio calculado a partir da média dos

normalizadores citados.

Para todos os genes selecionados, a forma epimastigotas foi referéncia
de comparacgédo para os distintos tipos de estresses. Desta forma, os valores
médios obtidos em cada um dos experimentos de estresses foram divididos
pelo valor de cada epimastigota em suas respectivas réplicas biolégicas (ver
Tabela 4.9).

STRESS / EPI

6733 L9 H2B média
E02 1 1 1 1
pHO02 0,663996| 0,898183| 0,995008( 0,795544
TAO2 0,356853| 0,618129| 0,558722| 0,491422
TEO2 1,033973| 1,376978| 1,688671| 1,334777
E26 1 1 1 1
pH26 0,952954| 1,013271| 0,905249( 0,962454
TA26 0,408347| 0,430172| 0,339231| 0,362714
TE26 0,885341| 0,998479| 0,774068| 0,856722
E28 1 1 1 1
pH28 1,61857| 0,658653| 0,650764| 0,93586
TA28 0,451397| 0,403386| 0,338809( 0,387338
TE28 1,240372( 1,279968| 1,501342| 1,323317

Tabela 4.9. Exemplo de tabela representando os valores da divisdo entre os
valores de cada amostra pela referéncia (formas epimastigotas, denominada E02, E26 e

E28) nas respectivas réplicas bioldgicas isso para cada normalizador indicado nas
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colunas como 6733, L9 e H2B. Na coluna média — valor médio calculado pela média dos

normalizadores citados.

Visto que os resultados obtidos nos experimentos realizados de
hibridizagdo em microarranjos de DNA citados no item 3.12 eram
representados graficamente em valores de log na base 2 foi criado uma
férmula que transformava os valores absolutos obtidos no gqPCR em valores de
log na base 2. Assim, foi possivel comparar os resultados obtidos na técnica de

PCR em tempo real com os obtidos no microarranjo de DNA (Tabela 4.10).

LOG (STRESS / EPI)2

6733 L9 H2B média

E02 0 0 0 0
E26 0 0 0 0
E28 0 0 0 0
pHO2 -0,59075| -0,15492| -0,00722| -0,32999
pH26 -0,06952| 0,01902| -0,14361| -0,05521
pH28 0,60472| -0,60241] -0,61979] -0,09564
TAO2 -1,4866| -0,69402| -0,8398] -1,02497
TA26 -1,29213| -1,21701| -1,55966] -1,4631
TA28 -1,14753| -1,30977| -1,56146| -1,36834
TEO2 0,048199| 0,461506] 0,755889| 0,416599
TE26 -0,17569| -0,0022| -0,36947| -0,2231
TE28 0,310772| 0,356107| 0,586252| 0,404158

Tabela 4.10. Exemplo de tabela representando os valores médios de um gene
selecionado para analise por PCR em tempo real. Nas colunas 6733, L9 e H2B estdo
representados os valores de logaritmo na base 2 da divisdo dos valores de cada um dos
estresses pelo valor de cada epimastigota em suas respectivas réplicas bioldgicas. Na

coluna média — valor médio calculado pela média dos normalizadores citados.

Uma vez realizados os calculos dos valores médios citados na Tabela
4.8, Tabela 4.9 e Tabela 4.10, para cada um dos genes selecionados para
analise de PCR em tempo real foram gerados graficos comparativos entre os
resultados de microarranjo e PCR em tempo real ambos com valores de log na

base 2.

Apos estas analises comparativas foi possivel observar que dos 30

genes analisados 21 mostraram correlagcdo entre as metodologias utilizadas.

92



Sendo que destes, 14 possuem graficos comparativos (Anexos 01 a 13 e
Figura 4.5). Devido a auséncia de gréficos referentes a alguns dos genes
analisados, um total de oito ficaram sem figura da comparacdo. Mas atraves
dos valores médios gerados de acordo com a tabela 4.10, constatou-se que 7
genes (5414.t00009, 5669.t00003, 6113.t00005, 7118.t00034, 7832.t00016,
8319.t0003 e 8578.t0003) (Anexo 14 a 20) dos 21 mostraram padroes
similiares entre microarranjo e PCR em tempo real. Enquanto, apenas um gene
(6986.t000190) mostrou uma expressdao diminuida em microarranjo e

aumentada em RT-PCR um padrédo aumentado (Anexo 21).

Um conjunto de 7 genes demonstraram uma falta de homogenidade
entre as réplicas, no entanto a maioria das réplicas apresentou resultados
compativeis com o microarranjo. Por exemplo, para o gene 10960.t00001, 2
réplicas do PCR em tempo real mostraram um perfil divergente ao dado de
microarranjo. Mas é clara a tendéncia uma expressdo aumentada na maioria
das réplicas mostrando uma concordancia com o que foi observado no
microarranjo (Anexo 22 a 28). E apenas um gene (6854.t00008), n&o foi
possivel a realizacdo da técnica de PCR em tempo real devido a nédo
amplificagéo das amostras.

Ou seja, de modo geral, obtivemos resultados satisfatorios quanto a
correlacdo dos dados de expressao obtidos pelo microarranjo e pelo RT-PCR.
Neste caso, 28 genes analisados (93,33%) por RT-PCR confirmaram o perfil de

expresséo observado no microarranjo.

Para exemplificar a comparacédo entre os resultados obtidos no PCR em
tempo real e dados de microarranjo pode-se observar a Figura 4.5. No item 8
pode-se observar todos os resultados obtidos dos genes selecionados (Anexo
01 a 28).
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7180.t00003 - HSP 70, mitochondrial precursor
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Figura 4.5. Resultados do gene 7180t.00003 — HSP 70, mitochondrial percursor,
obtidos a partir da comparacédo dos resultados de microarranjo da metaciclogénese in
vitro do T. crzui e os resultados obtidos a partir dos dados de microarranjo dos
diferentes tipos de estresse (A) com os resultados de RT-PCR (B).
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4.5 ANALISE PROTEOMICA DA RESPOSTA A DIFERENTES ESTRESSES

4.5.1 Numero de peptideos e proteinas identificados ap6s a anélise de 2D
Nano LC-MS/MS

Como descrito nos itens 3.19.1, 3.19.2 e 3.19.3, amostras de proteinas
das formas epimastigotas em final de fase logaritimica, bem como, das
distintas condi¢cdes de estresse foram obtidas a paritr de trés experimentos
independentes e digeridas com protease. Os peptideos foram submetidos a
uma analise do tipo 2D Nano LC-MS/MS e os espectros de massa gerados
foram comparados aos espectros deduzidos a partir de sequéncias de
proteinas depositadas em banco de dados de T. cruzi. Consequentemente,
estas comparacfes permitiu a identificacdo das proteinas presentes nos

diferentes extratos analisados.

O numero de peptideos identificados para cada uma das réplicas das
quatro popula¢cBes analisadas é mostrado na Tabela 4.11. Na Tabela 4.12
pode-se observar o0 numero de proteinas identificadas, a partir dos peptideos
gerados. Para ambos os casos foram utilizados, como linha de corte, valores
de probabilidade que fossem inferiores a 5 1073, para garantir a confiabilidade
da busca efetuada em banco de dados.

REP1 REP2 REP3 TOTAL

EPI 1869 2082 1323 5274
pH 2799 2411 1579 6789
TAU 2445 1007 2451 5903
TEMP 2210 1933 6424 10567

Tabela 4.11. Namero de peptideos identificados nas formas epimastigotas e em
cada tipo de estresses nas trés réplicas bioldgicas analisadas, utilizando como linha de

corte o valor de probabilidade de 5 10°,
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REP1 REP2 REP3 TOTAL

EPI 461 514 324 1299
pH 822 507 546 1875
TAU 542 282 409 1233
TEMP 431 491 667 1589

Tabela 4.12. Nimero de proteinas identificadas nas formas epimastigotas e em
cada tipo de estresses nas trés réplicas biolégicas analisadas (com redundancia),

utilizando como linha de corte o valor de probabilidade de 5 107,

4.5.2 Proteinas diferencialmente expressas entre os diferentes tipos de

estresse analisados

Como o interesse principal desta técnica foi avaliar o perfil protéico nos
distintos tipos de estresse em relagdo as formas epimastigotas, foram
realizadas andlises para gerar listas de proteinas diferencialmente

represe ntadas nestes experi mentos.

Primeiramente, o nimero de peptideos encontrados nas trés réplicas
biologicas de cada populacdo foi somado, visando diminuir a influéncia de
variagdes bioldgicas e técnicas na selecdo de expressao diferencial. Portanto,
foram obtidos 5274 peptideos para as formas epimastigotas, 6789 peptideos
para os epimastigotas submetidos ao estresse de pH, 5903 peptideos para o
estresse nutricional e 10567 para o estresse de temperatura. Como pode ser
observado havia uma grande diferenca no nimero de peptideos encontrados

em cada estagio analisado.

Desta forma, os dados anteriores foram normalizados, visando incluir
mais um passo de diminuicdo da influéncia das variacdes técnicas e bioldgicas
na analise. A normalizacdo foi feita dividindo-se o total de peptideos
identificados em uma populacdo pelo total de peptideos identificados na
populacdo com o menor numero de peptideos identificados, nesse caso
epimastigotas (n=5274). Ao final dessa etapa, todas as popula¢des tinham o
mesmo numero de peptideos identificados. Se em uma populagcdo o numero de

peptideos identificados foi aproximadamente o dobro da de epimastigotas
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(n=10567 — estresse de temperatura), caso uma proteina tivesse dois
peptideos identificados em epimastigota e 4 nessa populacédo de estresse por
temperatura, apos a normalizacdo ambas populacdes teriam dois peptideos
identificados. A escolha de se fazer a normalizacao pela populacdo com menos
peptideos foi devida ao fato de se evitar a inflagdo do nimero de peptideos das
populacdbes com menos dados e desta maneira permitir uma avaliacdo

comparativa entre os resultados das diferentes avaliagcdes.

A partir desta normalizacdo foi possivel gerar listagem de proteinas
diferencialmente expressas nos diferentes tipos de estresse em relacdo as
formas epimastigotas. Caso a diferenca do numero de peptideos entre 0s
estresses (pH, TAU e TEMP) e epimastigotas (EPI) fosse maior ou igual a 3x
(ou vice-versa), a proteina era selecionada. Nos casos em que a contagem de
peptideos em uma das duas populacdes fosse igual a zero, selecionou-se
somente aquelas proteinas nas quais a contagem na outra populacéo era igual

ou superior a 3.

Desta forma, foram selecionadas 69 proteinas diferencialmente
expressas em estresse de pH; 79 proteinas diferencialmente expressas em
estresse nutricional (TAU) e 103 proteinas diferencialmente expressas em
estresse de temperatura, lembrando que estas analises foram feitas sempre
em relacdo a EPI 5 DIAS, levando em consideracdo as redundancias
existentes entre as proteinas diferenciais presentes em cada um dos estresses
(Tabela 4.13). A lista completa destas proteinas diferencialmente expressas em
cada um dos estresses pode ser visualizada na Tabela 4.14, Tabela 4.15 e
Tabela 4.16.

Proteinas Aumentadas Proteinas Diminuidas TOTAL

pH 34 35 69
TAU 31 48 79
TEMP 28 75 103

Tabela 4.13. Namero de proteinas diferncialmente expressas nos distintos tipos

de estresse.
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IBMPid Descricdo GenelD Epi pH TAU Temp Total  Status pH
SG01524 40S ribosomal protein S12, putative 7648.t00002 3,0 9,3 9,8 7,0 29,1 1
SG02374 hypothetical protein, conserved 5539.t00005 4,0 14,8 3,6 6,0 28,3 1
SG01475 60S ribosomal protein L9, putative 4949.t00001 1,0 54 7,1 4,5 18,1 1
SG01844 hypothetical protein, conserved 7018.t00012 1,0 4,7 54 55 16,5 1
SG02515 hypothetical protein, conserved 6996.t00041 1,0 6,2 3,6 55 16,3 1
SG02653 Hsc70-interacting protein (Hip), putative 7717.t00021 1,0 6,2 3,6 3,5 14,3 1
SG01428 glucokinase 1, putative 8328.t00010 1,0 5,4 71 1,5 15,1 1
SG02621 10 kDa heat shock protein, putative 5730.t00003 1,0 3,9 3,6 4,5 12,9 1
SG06219 hypothetical protein, conserved 7541.t00027 1,0 3,9 4,5 3,0 12,3 1
SG02710 hypothetical protein, conserved 5910.t00001 1,0 3,1 2,7 4,0 10,8 1
SG03053 ubiquitin-activating enzyme E1, putative 6288.t00025 1,0 3,9 54 0,5 10,7 1
SG00336 hypothetical protein, conserved 7444100011 1,0 3,9 0,9 3,0 8,8 1
SG02709 hypothetical protein, conserved 5516.t00002 1,0 3,1 0,0 3,5 7,6 1

mitochondrial processing peptidase alpha
SG02468 subunit, putative|metallo-peptidase, Clan ME, 7074.t00001 1,0 3,9 0,9 2,5 8,3 1
Family M16, putative
SG02473 sqccinyI—ch:3-ketoacid-coenzlyme A transferase, £4935.t00036 10 47 0.9 15 8.1 1
mitochondrial precursor, putative
SG00960 40S ribosomal protein S6, putative 6866.t00017 1,0 3,1 1,8 2,0 7,9 1
SG02255 ;ﬁtz[ic\nlgeeneous nuclear ribonucleoprotein H/F, 4937100001 10 31 0.9 05 55 1
SG00374 60S ribosomal subunit protein L31, putative 5966.t00010 1,0 3,1 0,9 0,0 5,0 1
orotidine-5-phosphate decarboxylase/orotate
SGO01536 phosphoribosyltransferase, putative|lOMPDCase- 7191.t00006 1,0 31 0,9 0,0 5,0 1
OPRTase, putative
SG03065 hypothetical protein, conserved 6770.t00011 0,0 7,8 0,0 17,0 24,7 1
SG02458 proteasome activator protein PA26, putative 4779.t00001 0,0 7,0 8,9 6,5 22,4 1
SG01465 ribosomal protein S26, putative 4759.t00002 0,0 4,7 1,8 4,5 10,9 1
ribonucleoside-diphosphate reductase small
SG01872 chain, putative 7025.t00003 0,0 3,9 2,7 3,0 9,6 1
SG00359 hypothetical protein 7742.t00004 0,0 9,3 0,9 0,0 10,2 1
SG02347 proteasome alpha 1 subunit, putative 6837.t00004 0,0 3,9 1,8 2,5 8,2 1
ADP,ATP carrier protein 1, mitochondrial
SG02436 precursor, putative] ADP/ATP translocase 1, 6853.t00016 0,0 54 0,0 2,0 7,4 1
putative
SG00452 dynamln, putative|vacuolar sortin protein 1, 7617 100002 0.0 31 18 1.0 59 1
putative
SG02671 gamma-glutamylcysteine synthetase, putative ~ 7407.t00022 0,0 3,9 2,7 0,0 6.6 1
SG02656 dynein light chain, putative 7143.t00060 0,0 31 0,9 15 55 1
SG02528 thioredoxin, putative 6996.t00020 0,0 31 0,9 1,0 5,0 1
SG02673 gt::g;:iCannal oligo_U binding protein TBRGG1, 7531100002 0.0 31 0.0 15 46 1
SG02761 inorganic pyrophosphatase, putative 7617.t00082 0,0 31 0,0 1,0 4,1 1
SG02680 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative 3811.t00001 0,0 3,9 0,0 0,0 3,9 1
SG02990 MCAK-like kinesin, putative 4921.t00006 0,0 3,1 0,0 0,0 3,1 1
SG04478 hypothetical protein, conserved 8534.t00021 14,0 0,0 3,6 7,0 24,6 -1
SG06185 hypothetical protein, conserved 7409.t00003 5,0 0,0 1,8 5,0 11,8 -1
SG00532 hypothetical protein, conserved 7684.t00004 5,0 0,0 1,8 2,0 8,8 -1
SG07725 dynein heavy chain, cytosolic, putative 8421.t00001 7,0 0,0 0,0 1,5 8,5 -1
SG00542 hypothetical protein, conserved 8565.t00019 4,0 0,0 1,8 2,0 7,8 -1
SG01512 ribosomal protein L37, putative 7127.t00055 4,0 0,0 0,9 0,5 54 -1
SG01958 nucleolar RNA-binding protein, putative 7417.t00007 4,0 0,0 0,9 0,5 54 -1
SG04405 hypothetical protein, conserved 6952.t00012 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SG08000 hypothetical protein, conserved 5781.t00003 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SG06533 hypothetical protein, conserved 8565.t00008 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SG02176 haloacid dehalogenase-like hydrolase, putative 5414.t00001 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SG02638 hypothetical protein, conserved 6996.t00055 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SG05711 hypothetical protein, conserved 8557.t00002 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
ATP-dependent Clp protease subunit, heat shock
SG02498 protein 100 (HSP100), putative 7820.t00005 9,0 1,6 13,4 8,0 31,9 -1
SG01193 g:?;iii:/o;lpoamlde branched chain transacylase, 5901.100009 8.0 2.3 71 5.0 25 1
SG00807 kinesin, putative 6974.t00008 13,0 31 0,0 4,5 20,6 -1
protein kinase, putative|mitogen-activated protein
SG01331 Kinase, putative 6853.t00021 7,0 2,3 3,6 2,0 14,9 -1
SG02945 fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic, putative ~ 7038.t00007 7,0 1,6 2,7 2,0 13,2 -1
SG03696 2—ox9|sovalerate dehydrogenase alpha subunit, 5613.100011 50 16 2.7 3.0 122 A
putative
SG01931 calpain-like cysteine peptidase, putative|cysteine 8502.t00001 5,0 0,8 0,9 4,0 10,7 -1

peptidase, Clan CA, family C2, putative
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SG02588 2—_ox0|soval_erate dehydrogenase beta subunit, 6889.100016 50 0.8 18 35 111 1
mitochondrial precursor, putative

SG02565 hypothetical protein, conserved 7561.t00015 7,0 1,6 0,0 2,0 10,6 -1

SG00588 flagellar calcium-binding protein, putative 5387.t00002 3,0 0,8 1,8 3,5 9,1 -1

SG02360 hypothetical protein, conserved 6869.t00021 6,0 1,6 2,7 1,0 11,2 -1

SG00480 small GTP-binding protein Rab1, putative 4716.t00003 3,0 0,8 3,6 2,5 9,8 -1

SG02023 lysyl-tRNA synthetase, putative 7944.t00003 4,0 0,8 4,5 1,0 10,2 -1
ATP-dependent zinc metallopeptidase,

SG02691 putative|metallo-peptidase, clan MA(E), family 6858.t00008 6,0 0,8 0,9 15 9,2 -1
M41, putative

SG02642 proteasome alpha 5 subunit, putative 4893.t00017 5,0 1,6 1,8 0,5 8,8 -1

SG01630 hypothetical protein, conserved 8587.t00001 6,0 0,8 2,7 0,0 9,5 -1

SG05270 imidazolonepropionase, putative 7853.t00014 3,0 0,8 3,6 0,5 7,8 -1
aminopeptidase P, putative|metallo-peptidase,

SG02371 clan MG, family M24, putative 5984.t00005 3,0 0,8 2,7 0,5 7,0 -1

SG02686 hypothetical protein, conserved 4821.t00012 4,0 0,8 0,0 1,0 58 -1

SG00944 ubiquitin-like protein, putative 8808.t00002 3,0 0,8 0,9 0,5 52 -1
calpain cysteine peptidase, putative|cysteine

SG02530 peptidase, Clan CA, family C2, putative 6998.t00020 3,0 0,8 0,0 1,0 4,8 -1

SG03050 dynein, putative 8765.t00018 3,0 0,8 0,0 0,0 3,8 -1

Tabela 4.14. Proteinas diferencialmente expressas nas formas epimastigotas

submetidos ao estresse de pH. Na coluna IBMPid numero identificador utilizado pelo

laboratério de Bioinformatica no IBMP. Seguido pela descricdo da proteina identificada

(descricéo), identificador no genoma do T. cruzi (gene ID). Nas colunas denominadas

Epi, pH, TAU e Temp os valores normalizados dos peptideos. Na coluna Status pH os

numeros 1 representa as proteinas com expressdo aumentadas no estresse em questéo

e o nimero -1 as proteinas com expresséao diminuidas.
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poly(A)-binding protein,
SG02155 putative|polyadenylate-binding protein, 7739.t00014 5,0 9,3 15,2 17,5 47,0 1
putative
SG01524 40S ribosomal protein S12, putative 7648.t00002 3,0 9,3 9,8 7,0 29,1 1
SG01475 60S ribosomal protein L9, putative 4949.t00001 1,0 54 7,1 45 18,1 1
SG03726 hypothetical protein, conserved 5075.t00002 2,0 3,9 7,1 5,0 18,0 1
SG01844 hypothetical protein, conserved 7018.t00012 1,0 4,7 54 55 16,5 1
SG02515 hypothetical protein, conserved 6996.t00041 1,0 6,2 3,6 55 16,3 1
SG02653 Hsc70-interacting protein (Hip), putative 7717.t00021 1,0 6,2 3,6 35 14,3 1
SG02309 hypothetical protein, conserved 7579.t00010 2,0 3,9 6,3 3,0 15,1 1
SG01428 glucokinase 1, putative 8328.t00010 1,0 54 7,1 1,5 15,1 1
SG02621 10 kDa heat shock protein, putative 5730.t00003 1,0 3,9 3,6 4,5 12,9 1
SG06219 hypothetical protein, conserved 7541.t00027 1,0 3,9 4,5 3,0 12,3 1
SGO01748 14-3-3 protein, putative 7898.t00018 1,0 2,3 3,6 4,0 10,9 1
SG00949 L-threonine 3-dehydrogenase, putative  7529.t00001 1,0 2,3 3,6 4,0 10,9 1
SG03053 ubiquitin-activating enzyme E1, putative 6288.t00025 1,0 3,9 54 0,5 10,7 1
SG01497 60S ribosomal protein L13a, putative 6849.t00002 1,0 1,6 4,5 1,0 8,0 1
SG00982 hypothetical protein, conserved 7678.t00015 1,0 2,3 3,6 0,5 7,4 1
SG01332 gL‘:;‘i;Cek'”ase A regulatory subunit, 6860.100015 1,0 16 45 0,0 7,0 1
SG01448 protein kinase, putative 8634.t00006 1,0 0,8 3,6 0,5 5,8 1
SGO245g Proteasome activator protein PA26, 4779 109001 0,0 7,0 8.9 6.5 22,4 1
putative
synaptojanin (N-terminal domain),
SG04206 putativel|inositol/phosphatidylinositol 7739.t00006 0,0 0,0 19,7 0,0 19,7 1
phosphatase, putative
SGO05795 chaperonin HSP60, putative 5641.t00003 0,0 1,6 3,6 5,0 10,1 1
SGo1gga LCOMPlex protein 1, delta subunit, 8171100020 0,0 1,6 45 4,0 10,0 1
putative
SGo23s7 UPiauitin-conjugating enzyme-like, 4858100005 0,0 2,3 45 10 7,8 1
putative
aminopeptidase, putative|metallo-
SG01051 peptidase, clan MG, family M24, 6853.t00020 0,0 2,3 3,6 15 7,4 1
putative
SG07415 hypothetical protein, conserved 7147 .t00005 0,0 2,3 3,6 1,0 6,9 1
SG01168 hypothetical protein, conserved 7130.t00010 0,0 2,3 3,6 1,0 6,9 1
SG01849 EitZDa translation elongation factor 1- - g0 150919 0,0 0,0 3,6 2,5 6,1 1
SG01078 hypothetical protein, conserved 4754.t00003 0,0 0,8 3,6 15 5,8 1
SGoogs7 VADH-dependent fumarate reductase, 595 (10004 0,0 0,0 45 05 5,0 1
putative
SG03013 ENOY-COA hydratase, mitochondrial - 26,7 105013 0 0,0 3,6 10 4,6 1
precursor, putative
SG03104 hypothetical protein, conserved 5334.t00002 0,0 0,0 3,6 0,0 3,6 1
SGO00807 kinesin, putative 6974.t00008 13,0 3,1 0,0 4,5 20,6 -1
SG01952 RNA-binding protein, putative 8069.t00006 4,0 4,7 0,0 45 13,2 -1
SG02565 hypothetical protein, conserved 7561.t00015 7,0 1,6 0,0 2,0 10,6 -1
SG02699 proteasome alpha 2 subunit, putative 1112.t00001 5,0 3,1 0,0 2,0 10,1 -1
SG00827 ATP-dependent RNA helicase, putative 8458.t00009 5,0 3,9 0,0 1,0 9,9 -1
SG07725 dynein heavy chain, cytosolic, putative  8421.t00001 7,0 0,0 0,0 15 8,5 -1
SGO01566 translation initiation factor, putative 8653.t00006 3,0 3,1 0,0 1,0 7,1 -1
SG00172 m;':/'gymhmme BS reductase, 8794100004 4,0 2,3 0,0 1,0 7.3 1
SG01518 40S ribosomal protein S24E, putative 7431.t00015 3,0 1,6 0,0 1,5 6,1 -1
SG02686 hypothetical protein, conserved 4821.t00012 4,0 0,8 0,0 1,0 5,8 -1
ubiquitin hydrolase, putative|cysteine
SG05100 peptidase, Clan CA, family C19, 7617.t00012 3,0 3,1 0,0 0,0 6,1 -1
putative
calpain cysteine peptidase,
SG02530 putative|cysteine peptidase, Clan CA, 6998.t00020 3,0 0,8 0,0 1,0 4.8 -1
family C2, putative
SG01022 RNA-binding protein, putative 6853.t00007 4,0 1,6 0,0 0,0 5,6 -1
SG03050 dynein, putative 8765.t00018 3,0 0,8 0,0 0,0 3,8 -1
SG04405 hypothetical protein, conserved 6952.t00012 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SG08000 hypothetical protein, conserved 5781.t00003 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SG06533 hypothetical protein, conserved 8565.t00008 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
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SG02176 gigﬁﬁg dehalogenase-like hydrolase, 5,4 150001 30 0,0 0,0 0,0 3,0 1
SG02638 hypothetical protein, conserved 6996.t00055 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SGO05711 hypothetical protein, conserved 8557.t00002 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SGO236g 2-Amino-3-ketobutyrate coenzyme A 5555 105001 12,0 8,5 1,8 35 25,8 1

ligase, putative
SG00515 40S ribosomal protein S17, putative 7887.t00007 9,0 7,8 2,7 5,0 24,4 -1
SG01815 hypothetical protein, conserved 6916.t00003 7,0 8,5 1,8 6,0 23,3 -1
SG04478 hypothetical protein, conserved 8534.t00021 14,0 0,0 3,6 7,0 24,6 -1
SGo227g PYTuvate dehydrogenase E1 component ghaq 106016 10,0 6,2 27 5,0 23,9 1
alpha subunit, putative
SGoogs2 SYSteine peptidase inhibitor, 539300008 6,0 5,4 1,8 6,0 19,2 1
putative|chagasin, putative
SGo1205 GIMSA protein, putativelglycosomal 2749 105057 g 5,4 09 5,0 19,3 1
membrane protein, putative
SG00683 hypothetical protein, conserved 4805.t00009 8,0 3,9 1,8 45 18,2 -1
SG02667 chaperonin alpha subunit, putative 6143.t00004 6,0 5,4 0,9 3,5 15,8 -1
SGO01537 nitrilase, putative 5829.t00004 6,0 3,9 0,9 4,5 15,3 -1
SG02170 hypothetical protein, conserved 4859.t00002 3,0 3,9 0,9 5,0 12,8 -1
SGo2151 Shaperonin, putative|T-complex protein  goeq 10005 30 31 09 45 11,5 1
1, theta subunit, putative
SGoasos rosy! or methiony-tRNA synthetase, 605 0003 39 2,3 09 45 10,7 1
putative
calpain-like cysteine peptidase,
SG01931 putative|cysteine peptidase, Clan CA, 8502.t00001 5,0 0,8 0,9 4,0 10,7 -1
family C2, putative
SG02669 hypothetical protein, conserved 5615.t00002 6,0 2,3 1,8 1,0 11,1 -1
SG02764 leucyl-tRNA synthetase, putative 5766.t00001 3,0 1,6 0,9 3,0 8,4 -1
SG02641 E&;ﬁs‘o” repair RAD23-like protein, 2114 100006 3,0 2,3 0,9 2,0 8,2 1
SG02445 nucleolar protein, putative 6154.t00006 5,0 3,1 0,9 0,5 9,5 -1
SG01550 hypothetical protein, conserved 8422.t00011 3,0 3,1 0,9 1,5 8,5 -1
ATP-dependent zinc metallopeptidase,
SG02691 putative|metallo-peptidase, clan MA(E), 6858.t00008 6,0 0,8 0,9 15 9,2 -1
family M41, putative
SG02626 lectin, putative 6841.t00002 3,0 1,6 0,9 2,0 7.4 -1
SGO01775 hypothetical protein, conserved 7552.t00008 4,0 2,3 0,9 1,0 8,2 -1
SGO00564 histone H3 variant, putative 6974.t00015 4,0 1,6 0,9 1,0 7,4 -1
SG02961 p21 antigen protein, putative 5408.t00004 3,0 2,3 0,9 1,0 7,2 -1
SG01060 hypothetical protein, conserved 7744.t100027 4,0 1,6 0,9 0,0 6,4 -1
SG01512 ribosomal protein L37, putative 7127.t00055 4,0 0,0 0,9 0,5 5,4 -1
SG00944 ubiquitin-like protein, putative 8808.t00002 3,0 0,8 0,9 0,5 52 -1
SG01958 nucleolar RNA-binding protein, putative 7417.t00007 4,0 0,0 0,9 0,5 54 -1

Tabela 4.15. Proteinas diferencialmente expressas nas formas epimastigotas

submetidos ao estresse nutricional (TAU). Na coluna IBMPid numero identificador

utilizado pelo laboratério de Bioinformética no IBMP. Seguido pela descricdo da proteina

identificada (descricéo), identificador no genoma do T. cruzi (gene ID). Nas colunas

denominadas Epi, pH, TAU e Temp os valores normalizados dos peptideos. Na coluna

Status TAU os numeros 1 representa as proteinas com expressao aumentadas no

estresse em questdo e o nimero -1 as proteinas com expresséao diminuidas.
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poly(A)-binding protein, putative|polyadenylate-
SG02155 binding protein, putative 7739.t00014 50 9.3 15.2 175 41,0 1
SG01568 hypothetical protein, conserved 5738.t00007 2,0 3,9 4,5 7,0 17,3 1
SG01475 60S ribosomal protein L9, putative 4949.t00001 1,0 54 71 4,5 18,1 1
SG01844 hypothetical protein, conserved 7018.t00012 1,0 4,7 54 55 16,5 1
SG02515 hypothetical protein, conserved 6996.t00041 1,0 6,2 3,6 55 16,3 1
SG04385 cyclophilin, putative 6934.t00008 2,0 3,9 3,6 6,5 15,9 1
SG02653 Hsc70-interacting protein (Hip), putative 7717.t00021 1,0 6,2 3,6 3,5 14,3 1
SG02621 10 kDa heat shock protein, putative 5730.t00003 1,0 3,9 3,6 4,5 12,9 1
SG02710 hypothetical protein, conserved 5910.t00001 1,0 3,1 2,7 4,0 10,8 1
SG01748 14-3-3 protein, putative 7898.t00018 1,0 2,3 3,6 4,0 10,9 1
SG00949 L-threonine 3-dehydrogenase, putative 7529.t00001 1,0 2,3 3,6 4,0 10,9 1
SG01496 60S acidic ribosomal protein P2, putative 6761.t00007 1,0 2,3 1,8 4,0 9,1 1
SG02384 chaperone DnaJ protein, putative 8343.t00003 1,0 0,8 2,7 3,5 8,0 1
SG02709 hypothetical protein, conserved 5516.t00002 1,0 3,1 0,0 3,5 7,6 1
SG02612 RNA-binding protein, putative 7206.t00022 1,0 0,0 1,8 4,5 7,3 1
SG05204 hypothetical protein, conserved 7766.t00001 1,0 0,8 0,0 4,0 5,8 1
SG00393 RNA-binding protein, putative 6191.t00027 1,0 0,0 0,9 4,0 59 1
SG03065 hypothetical protein, conserved 6770.t00011 0,0 7,8 0,0 17,0 24,7 1
SG02458 proteasome activator protein PA26, putative 4779.t00001 0,0 7,0 8,9 6,5 22,4 1
SG01465 ribosomal protein S26, putative 4759.t00002 0,0 47 1,8 4,5 10,9 1
SG05795 chaperonin HSP60, putative 5641.t00003 0,0 1,6 3,6 5,0 10,1 1
SG01884 t-complex protein 1, delta subunit, putative 8171.t00020 0,0 1,6 4,5 4,0 10,0 1
ATP synthase F1 subunit gamma protein,
SG02503 | tative 4893100008 OO 23 L8 50 91 1
alkyl-dihydroxyacetone phosphate synthase,
SG00548 ) tative 4766100001 OO 16 0.9 50 7.4 1
SG02024 protein disulfide isomerase, putative 5730.t00001 0,0 1,6 0,0 4,0 55 1
SG00421 ribose 5-phosphate isomerase, putative 7797.t00014 0,0 0,8 1,8 3,5 6,1 1
SG03809 hypothetical protein, conserved 7617.t00045 0,0 1,6 0,0 4,0 55 1
glucosamine-fructose-6-phosphate
SG02864 aminotransferase, putative 8359.t00020 0.0 0.0 0.0 40 40 1
SG02103 hypothetical protein, conserved 4897.t00003 4,0 4,7 1,8 0,0 10,4 -1
SG01630 hypothetical protein, conserved 8587.t00001 6,0 0,8 2,7 0,0 9,5 -1
SG02999 replication factor A, 51kDa subunit, putative 8538.t00006 3,0 31 1,8 0,0 7,9 -1
SG01060 hypothetical protein, conserved 7744.t00027 4,0 1,6 0,9 0,0 6,4 -1
ubiquitin hydrolase, putative|cysteine peptidase,
SG05100 Clan CA, family C19, putative 7617.t00012 3.0 31 0.0 0.0 6.1 -1
SG02602 mitochondrial RNA binding protein 1, putative 5790.t00006 3,0 1,6 1,8 0,0 6,3 -1
SG01022 RNA-binding protein, putative 6853.t00007 4,0 1,6 0,0 0,0 5,6 -1
SG03050 dynein, putative 8765.t00018 3,0 0,8 0,0 0,0 3,8 -1
SG04405 hypothetical protein, conserved 6952.t00012 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SG08000 hypothetical protein, conserved 5781.t00003 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SG06533 hypothetical protein, conserved 8565.t00008 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
haloacid dehalogenase-like hydrolase, putative
SG02176 5414.100001 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 A
SG02638 hypothetical protein, conserved 6996.t00055 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
SG05711 hypothetical protein, conserved 8557.t00002 3,0 0,0 0,0 0,0 3,0 -1
ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor,
SG02247 putative 8509.t00006 24,0 11,7 14,3 6,5 56,4 1
SG00632 adenosine 5-monophosphoramidase, putative  8632.t00016 10,0 9,3 8,0 3,0 30,4 -1
SG02542 mitochondrial RNA binding protein, putative 7145.t00006 8,0 11,7 8,0 2,0 29,7 -1
SG01615 microtubule-associated protein, putative 6169.t00008 9,0 7,0 9,8 2,0 27,8 -1
SG01474 40S ribosomal protein S9, putative 4940.t00003 11,0 7,0 6,3 3,0 27,2 -1
2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase,
SG02368 putative 6222.100001 12,0 8,5 1,8 3,5 25,8 1
SG00986 casein kinase, putative 7292.t00002 8,0 8,5 54 2,5 24,4 -1
mitochondrial RNA-binding protein 2,
SG02637 putative|] MRP2, putative|gBP25, putative 7083.t00026 8.0 6.2 27 25 19,4 -1
SG00282 60S ribosomal protein L18, putative 4556.t00004 6,0 4,7 54 2,0 18,0 -1
SG02842 RNA-binding protein, putative 5573.t00004 6,0 4,7 4,5 2,0 17,1 -1
2-oxoglutarate dehydrogenase, E2 component,
SG02529 3,0 7,0 6,3 0,5 16,7
dihydrolipoamide succinyltransferase, putative  4826.t00002 -1
SG02968 cytochrome b5, putative 7091.t00019 4,0 54 54 1,0 15,8 -1
SG00486 ribosomal protein L3, putative 4865.t00012 4,0 6,2 3,6 1,0 14,8 -1
protein kinase, putative|mitogen-activated
SG01331 protein kinase, putative 6853.t00021 7.0 23 3.6 20 14,9 -1
SG06411 tyrosyl-tRNA synthetase, putative 8251.t00018 5,0 54 2,7 1,0 14,1 -1
SG01479 60S ribosomal protein L6, putative 5506.t00005 5,0 4,7 3,6 1,0 14,2 -1
SG02354 reiske iron-sulfur protein precursor, putative 8486.t00012 5,0 4,7 2,7 1,5 13,8 -1
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fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic, putative

SG02945 7,0 1,6 2,7 2,0 13,2

7038.t00007 -1
carboxypeptidase, putative|metallo-peptidase,
SGO1686 \2n MA(E), family M32, putative 493500016 0 81 27 Lo 138 1
SG01484 ubiquitin/ribosomal protein S27a, putative 5915.t00008 3,0 3,9 4,5 1,0 12,3 -1
phenylalanyl-tRNA synthetase alpha chain,
SG05977 putative 6191.t00014 40 4T 18 10 114 -1
SG02565 hypothetical protein, conserved 7561.t00015 7,0 1,6 0,0 2,0 10,6 -1
SG02669 hypothetical protein, conserved 5615.t00002 6,0 2,3 1,8 1,0 11,1 -1
SG02360 hypothetical protein, conserved 6869.t00021 6,0 1,6 2,7 1,0 11,2 -1
SG02497 seryl-tRNA synthetase, putative 6064.t00001 4,0 47 1,8 0,5 10,9 -1
SG02023 lysyl-tRNA synthetase, putative 7944.t00003 4,0 0,8 4,5 1,0 10,2 -1
SG00827 ATP-dependent RNA helicase, putative 8458.t00009 5,0 3,9 0,0 1,0 9,9 -1
SG02522 asparagine synthetase A, putative 4671.t00001 3,0 2,3 2,7 1,0 9,0 -1
protein phosphatase 2A, regulatory subunit B,
SG02908 putative|phosphotyrosyl phosphate activator 3,0 3,1 1,8 1,0 8,9
protein, putative 6495.t00009 -1
SG02445 nucleolar protein, putative 6154.t00006 5,0 3,1 0,9 0,5 9,5 -1
ATP-dependent zinc metallopeptidase,
SG02691 putative|metallo-peptidase, clan MA(E), family 6,0 0,8 0,9 15 9,2
M41, putative 6858.t00008 -1
SG02642 proteasome alpha 5 subunit, putative 4893.t00017 5,0 1,6 1,8 0,5 8,8 -1
2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component,
SG02471 1 tative 6903100007 >0 16 3.6 0.5 86 1
SG01775 hypothetical protein, conserved 7552.t00008 4,0 2,3 0,9 1,0 8,2 -1
SG07725 dynein heavy chain, cytosolic, putative 8421.t00001 7,0 0,0 0,0 1,5 8,5 -1
SG00305 cytochrome c oxidase VIII (COX VIII), putative ~ 8680.t00011 3,0 3,1 1,8 0,5 8,4 -1
SG01835 hypothetical protein, conserved 8656.t00008 4,0 1,6 2,7 0,5 8,7 -1
centrin, putative|Ca2+-binding EF-hand protein,
SG00484 | tative 7685100006  °>° 16 27 Lo 82 1
N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-
SG02186 like protein, putative 6976.t00001 2.0 2.3 27 0.5 7.5 -1
SG00564 histone H3 variant, putative 6974.t00015 4,0 1,6 0,9 1,0 7,4 -1
SGO01566 translation initiation factor, putative 8653.t00006 3,0 31 0,0 1,0 7,1 -1
SGO00673 hypothetical protein, conserved 4707.t00007 3,0 1,6 1,8 1,0 7,3 -1
SG02961 p21 antigen protein, putative 5408.t00004 3,0 2,3 0,9 1,0 7,2 -1
SG06052 asparaginyl-tRNA synthetase, putative 6996.t00035 2,0 31 1,8 0,5 7.4 -1
SG05270 imidazolonepropionase, putative 7853.t00014 3,0 0,8 3,6 0,5 7,8 -1
SG00172 NADH-cytochrome B5 reductase, putative 8794.t00004 4,0 2,3 0,0 1,0 7,3 -1
aminopeptidase P, putative|metallo-peptidase,
SGOZ37L 1an MG, family M24, putative s084.00005  °>° 038 27 0.5 7.0 1
SGO01501 ribosomal protein L21E (60S), putative 6931.t00018 3,0 1,6 18 0,5 6,8 -1
SG02686 hypothetical protein, conserved 4821.t00012 4,0 0,8 0,0 1,0 5,8 -1
aminopeptidase, putative|metallo-peptidase,
SG01173 clan MF, family M17, putative 7875.t100024 2.0 2.3 0.0 05 48 -1
SG01512 ribosomal protein L37, putative 7127.t00055 4,0 0,0 0,9 0,5 54 -1
SG00944 ubiquitin-like protein, putative 8808.t00002 3,0 0,8 0,9 0,5 52 -1
SG02627 hypothetical protein, conserved 5668.t00003 2,0 2,3 0,0 0,5 4,8 -1
calpain cysteine peptidase, putative|cysteine
5602530 peptidase, Clan CA, family C2, putative 6998.t00020 30 038 0.0 Lo 48 -1
SG01958 nucleolar RNA-binding protein, putative 7417.t00007 4,0 0,0 0,9 0,5 54 -1
SG05545 hypothetical protein 8257.t00002 2,0 0,0 1,8 0,5 4,3 -1
eukaryotic translation initiation factor 3 subunit
SG02721 ¢ hutative 7402100031 20 16 0.0 0.5 41 1
SG01176 hypothetical protein, conserved 8421.t00013 2,0 0,0 0,0 0,5 2,5 -1
SG06282 hypothetical protein, conserved 7740.t00002 2,0 0,0 0,0 0,5 2,5 -1
SG08036 hypothetical protein, conserved 7414.t00007 2,0 0,0 0,0 0,5 2,5 -1
SG00314 succinate dehydrogenase, putative 6451.t00003 2,0 0,0 0,0 0,5 2,5 -1

Tabela 4.16. Proteinas diferencialmente expressas nas formas epimastigotas
submetidos ao estresse temperatura (Temp). Na coluna IBMPid numero identificador
utilizado pelo laboratdrio de Bioinformatica no IBMP. Seguido pela descri¢do da proteina
identificada (descricéo), identificador no genoma do T. cruzi (gene ID). Nas colunas
denominadas Epi, pH, TAU e Temp os valores normalizados dos peptideos. Na coluna
Status Temp 0s nUameros 1 representam as proteinas com expressdo aumentadas no

estresse em questao e o nimero -1 as proteinas com expresséo diminuidas.
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Apbés a retirada da redundancia, a distribuicdo dessas proteinas
diferencialmente expressas nos diferentes estresses em relacdo a
epimastigotas pode ser visto no Grafico 4.15. De maneira geral, a interseccéo
entre os diferentes estresses é menor do que a quantidade de proteinas

identificadas em somente um dos diferentes estresses.

pH TAU

/N

Temp

Grafico 4.15. Diagrama de Venn demonstrando as proteinas diferencialmente

expressas nos distintos tipos de estresse em relacdo a EPI 5 dias

ApoOs esta andlise e retirada a redundancia, 173 proteinas foram
selecionadas como sendo diferecialmente expressas nos ensaios de estresses

propostos. Portanto, trés situacGes foram descritas:

a) Proteinas representadas por serem compartilhadas pelos trés

estresses (n=21).
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b) Proteinas presentes em apenas dois tipos de estresse, neste caso, 7
proteinas foram selecionadas como sendo comuns ao estresse de pH e
estresse nutricional (TAU); 12 proteinas eram compartilhadas pelo estresse de
pH e temperatura e 17 proteinas estavam presentes tanto no estresse

nutricional quanto no de temperatura.

c) Proteinas associadas exclusivamente a um dos estresses realizados.
As proteinas presentes apenas no estresse de pH (n=29); proteinas presente
somente no estresse nutricional (n=34) e proteinas exclusivas do estresse de

temperatura (n=53).

A visualizacao destas representacdes de proteinas pode ser observada

nas tabelas abaixo:

SG Descricao
SG02621 10 kDa heat shock protein, putative
SG01475 60S ribosomal protein L9, putative
SG02691 ATP-dependent zinc metallopeptidase, putative|metallo-peptidase, clan MA(E), family M41, putative
SG02530 calpain cysteine peptidase, putative|cysteine peptidase, Clan CA, family C2, putative
SGO07725 dynein heavy chain, cytosolic, putative
SG03050 dynein, putative
SG02176 haloacid dehalogenase-like hydrolase, putative
SG02653 Hsc70-interacting protein (Hip), putative
SG01844 hypothetical protein, conserved
SG02515 hypothetical protein, conserved
SG04405 hypothetical protein, conserved
SGO08000 hypothetical protein, conserved
SG06533 hypothetical protein, conserved
SG02638 hypothetical protein, conserved
SGO05711 hypothetical protein, conserved
SG02565 hypothetical protein, conserved
SG02686 hypothetical protein, conserved
SG01958 nucleolar RNA-binding protein, putative
SG02458 proteasome activator protein PA26, putative
SGO01512 ribosomal protein L37, putative
SG00944 ubiquitin-like protein, putative

Tabela 4.17. Proteinas presentes nos trés tipos de estresses realizados. Na
coluna SG nimero identificador utilizado pelo laboratério de Bioinformatica no IBMP.
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SG

Descricao

SG01524 40S ribosomal protein S12, putative

SGO01931 calpain-like cysteine peptidase, putative|cysteine peptidase, Clan CA, family C2, putative
SG01428 glucokinase 1, putative

SG06219 hypothetical protein, conserved

SG04478 hypothetical protein, conserved

SG00807 kinesin, putative

SG03053 ubiquitin-activating enzyme E1, putative

Tabela 4.18. Proteinas representadas em dois tipos de estresses distintos

(estresse de pH e estresse nutricional). Na coluna SG numero identificador utilizado pelo

laboratério de Bioinforméatica no IBMP.

SG Descrigao
SG02371 aminopeptidase P, putative|metallo-peptidase, clan MG, family M24, putative
SG02945 fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic, putative
SG02710 hypothetical protein, conserved
SG02709 hypothetical protein, conserved
SG03065 hypothetical protein, conserved
SG02360 hypothetical protein, conserved
SG01630 hypothetical protein, conserved
SG05270 imidazolonepropionase, putative
SG02023 lysyl-tRNA synthetase, putative
SG02642 proteasome alpha 5 subunit, putative
SG01331 protein kinase, putative|mitogen-activated protein kinase, putative
SG01465 ribosomal protein S26, putative

Tabela 4.19. Proteinas presentes em dois tipos de estresses (estresse de pH e

temperatura).

Na coluna SG numero identificador utilizado pelo laboratério de

Bioinformatica no IBMP.
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SG

Descricao

SG01748
SG02368
SG00827
SG05795
SG00564
SG02669
SGO01775
SG01060
SG00949
SG00172
SG02445
SG02961
SG02155
SG01022
SG01884
SG01566
SG05100

14-3-3 protein, putative

2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase, putative

ATP-dependent RNA helicase, putative

chaperonin HSP60, putative

histone H3 variant, putative

hypothetical protein, conserved

hypothetical protein, conserved

hypothetical protein, conserved

L-threonine 3-dehydrogenase, putative

NADH-cytochrome B5 reductase, putative

nucleolar protein, putative

p21 antigen protein, putative

poly(A)-binding protein, putative|polyadenylate-binding protein, putative
RNA-binding protein, putative

t-complex protein 1, delta subunit, putative

translation initiation factor, putative

ubiquitin hydrolase, putative|cysteine peptidase, Clan CA, family C19, putative

Tabela 4.20. Proteinas presentes tanto em estresse nutricional quanto no

estresse de temperatura. Na coluna SG nimero identificador utilizado pelo laboratério de

Bioinformatica no IBMP.
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SG Descrigéo
SG03696 2-oxoisovalerate dehydrogenase alpha subunit, putative
SG02588 2-oxoisovalerate dehydrogenase beta subunit, mitochondrial precursor, putative
SG00960 40S ribosomal protein S6, putative
SG00374 60S ribosomal subunit protein L31, putative
SG02436 ADP,ATP carrier protein 1, mitochondrial precursor, putative| ADP/ATP translocase 1, putative
SG02498 ATP-dependent Clp protease subunit, heat shock protein 100 (HSP100), putative
SG02680 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase, putative
SG01193 dihydrolipoamide branched chain transacylase, putative
SG00452 dynamin, putative|vacuolar sortin protein 1, putative
SG02656 dynein light chain, putative
SG00588 flagellar calcium-binding protein, putative
SG02671 gamma-glutamylcysteine synthetase, putative
SG02255 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H/F, putative
SG00359 hypothetical protein
SG02374 hypothetical protein, conserved
SGO00336 hypothetical protein, conserved
SG06185 hypothetical protein, conserved
SGO00532 hypothetical protein, conserved
SG00542 hypothetical protein, conserved
SG02761 inorganic pyrophosphatase, putative
SG02990 MCAK-like kinesin, putative
SG02673 mitochondrial oligo_U binding protein TBRGG1, putative
SG02468 mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative|metallo-peptidase, Clan ME, Family M16, putativ
SG01536 orotidine-5-phosphate decarboxylase/orotate phosphoribosyltransferase, putative|] OMPDCase-OPRTase, pul
SG02347 proteasome alpha 1 subunit, putative
SG01872 ribonucleoside-diphosphate reductase small chain, putative
SG00480 small GTP-binding protein Rabl, putative
SG02473 succinyl-coA:3-ketoacid-coenzyme A transferase, mitochondrial precursor, putative
SG02528 thioredoxin, putative

Tabela 4.21. Proteinas diferencialmente expressas presentes somente nho
estresse de pH. Na coluna SG numero identificador utilizado pelo laboratério de
Bioinformética no IBMP.
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SG Descricéo
SG01849 25 kDa translation elongation factor 1-beta
SG00515 40S ribosomal protein S17, putative
SG01518 40S ribosomal protein S24E, putative
SG01497 60S ribosomal protein L13a, putative
SG01051 aminopeptidase, putative|metallo-peptidase, clan MG, family M24, putative
SG02667 chaperonin alpha subunit, putative
SG02151 chaperonin, putative|T-complex protein 1, theta subunit, putative
SG00952 cysteine peptidase inhibitor, putative|chagasin, putative
SG03013 enoyl-CoA hydratase, mitochondrial precursor, putative
SG01205 Gim5A protein, putative|glycosomal membrane protein, putative
SG03726 hypothetical protein, conserved
SG02309 hypothetical protein, conserved
SG00982 hypothetical protein, conserved
SG07415 hypothetical protein, conserved
SGO01168 hypothetical protein, conserved
SG01078 hypothetical protein, conserved
SG03104 hypothetical protein, conserved
SGO01815 hypothetical protein, conserved
SG00683 hypothetical protein, conserved
SG02170 hypothetical protein, conserved
SGO01550 hypothetical protein, conserved
SG02626 lectin, putative
SG02764 leucyl-tRNA synthetase, putative
SG00957 NADH-dependent fumarate reductase, putative
SG01537 nitrilase, putative
SG02699 proteasome alpha 2 subunit, putative
SG01332 protein kinase A regulatory subunit, putative
SG01448 protein kinase, putative
SG02278 pyruvate dehydrogenase E1 component alpha subunit, putative
SG01952 RNA-binding protein, putative
SG04206 synaptojanin (N-terminal domain), putative]inositol/phosphatidylinositol phosphatase, putative
SG04506 tyrosyl or methionyl-tRNA synthetase, putative
SG02357 ubiquitin-conjugating enzyme-like, putative
SG02641 UV excision repair RAD23-like protein, putative

Tabela 4.22. Proteinas diferencialmente expressas representadas exclusivamente
no estresse nutricinal. Na coluna SG numero identificador utilizado pelo laboratério de
Bioinformética no IBMP.
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SG Descricao
SG02471 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component, putative
SG02529 2-oxoglutarate dehydrogenase, E2 component, dihydrolipoamide succinyltransferase, putative
SG01474 40S ribosomal protein S9, putative
SG01496 60S acidic ribosomal protein P2, putative
SG00282 60S ribosomal protein L18, putative
SG01479 60S ribosomal protein L6, putative
SG00632 adenosine 5'-monophosphoramidase, putative
SG00548 alkyl-dihydroxyacetone phosphate synthase, putative
SG01173 aminopeptidase, putative|metallo-peptidase, clan MF, family M17, putative
SG02522 asparagine synthetase A, putative
SG06052 asparaginyl-tRNA synthetase, putative
SG02503 ATP synthase F1 subunit gamma protein, putative
SG01686 carboxypeptidase, putative|metallo-peptidase, clan MA(E), family M32, putative
SG00986 casein kinase, putative
SG00484 centrin, putative|Ca2+-binding EF-hand protein, putative
SG02384 chaperone DnaJ protein, putative
SG04385 cyclophilin, putative
SG02968 cytochrome b5, putative
SG00305 cytochrome c oxidase VIII (COX VIII), putative
SG02721 eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 8, putative
SG02864 glucosamine-fructose-6-phosphate aminotransferase, putative
SG05545 hypothetical protein
SG01568 hypothetical protein, conserved
SG05204 hypothetical protein, conserved
SGO03809 hypothetical protein, conserved
SG02103 hypothetical protein, conserved
SG01835 hypothetical protein, conserved
SG00673 hypothetical protein, conserved
SG02627 hypothetical protein, conserved
SG01176 hypothetical protein, conserved
SG06282 hypothetical protein, conserved
SG08036 hypothetical protein, conserved
SG01615 microtubule-associated protein, putative
SG02602 mitochondrial RNA binding protein 1, putative
SG02542 mitochondrial RNA binding protein, putative
SG02637 mitochondrial RNA-binding protein 2, putative|MRP2, putative|gBP25, putative
SG02186 N-acetylglucosamine-6-phosphate deacetylase-like protein, putative
SG05977 phenylalanyl-tRNA synthetase alpha chain, putative
SG02024 protein disulfide isomerase, putative
SG02908 protein phosphatase 2A, regulatory subunit B, putative|phosphotyrosyl phosphate activator protein, putative
SG02354 reiske iron-sulfur protein precursor, putative
SG02999 replication factor A, 51kDa subunit, putative
SG02247 ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor, putative
SG00421 ribose 5-phosphate isomerase, putative
SG01501 ribosomal protein L21E (60S), putative
SG00486 ribosomal protein L3, putative
SG02612 RNA-binding protein, putative
SG00393 RNA-binding protein, putative
SG02842 RNA-binding protein, putative
SG02497 seryl-tRNA synthetase, putative
SG00314 succinate dehydrogenase, putative
SG06411 tyrosyl-tRNA synthetase, putative
SG01484 ubiquitin/ribosomal protein S27a, putative

Tabela 4.23. Proteinas diferencialmente expressas presentes apenas no estresse
de temperatura. Na coluna SG numero identificador utilizado pelo laboratério de

Bioinforméatica no IBMP.

110



As proteinas diferencialmente expressas nos diferentes tipos de estresse
foram submetidas a um agrupamento hierarquico. Cabe salientar que as
analises de agrupamento foram feitas a partir de comparacdes dos estresses
tendo como referéncia os epimastigotas (EPI 5 DIAS). Na observacéo geral do
grafico é possivel notar que a maior parte das proteinas possui um perfil de
diminuicdo entre os estresses e em menor proporcdo também ha uma
tendéncia de perfis aumentados em algumas proteinas. Esta analise mostrou
uma dindmica complexa de variados padrdes de representacdo das proteinas
selecionadas como diferenciais nos estresses. Em muitos casos, as alteracoes
parecem ser ténues e, em outros, mais acentuadas (Figura 4.6). Ainda assim,

alguns padrdes interessantes sobressaem, como por exemplo:

e Grupo de proteinas com padrdo coeso de diminuicdo (cor verde) em todos

os estresses (Figura 4.7).

e Grupo de proteinas com padrédo coeso de aumento (cor vermelha) em todos

os estresses (Figura 4.8).

e Algumas proteinas mostram um padrdo de aumento ou diminuicdo em

apenas um dos tipos de estresse (Figura 4.9).

e Outras possuem um padrédo de aumento ou diminuicdo em dois tipos de
estresse em relagdo a um tipo de estresse que tem um padrdo de
expressao igual (cor preta) a forma epimastigota, portanto, aparece

ilustrado na cor preta (Figura 4.10).

A fim de melhor visualizar as descri¢Oes citadas acima pode-se observar
as figuras a sequir.
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Temp

5600860 405 ribosomal protein S8, putative
5G01193  dihydrolipoamide branched chain t
SG01331  protein kinase, putative

5602155 poly{Arbinding protein, putative
5G01884  tcomplex protein 1, delta subunit, |
SG02023  lysyl-tRINA synthetase, putative
5600849 L-threonine 3-dehydrogenase, puti
5G02588  2-oxoisovalerate dehydrogenase b
5605100 ubiguitin hydralase, putative
5600172 MNADH-cytochrome BS reductase, p
SG01566  franslation initiation factor, putative
SG00374  60S ribosomal subunit protein L31
5602642 proteasome alpha 5 subunit, putat
SG01465  ribosomal protein 528, putative
SGO1748  14-3-3 protein, putative

5600564 histone H3 variant, putative
SG00827  ATP-dependent RMA helicase, put:
5602656 dynein light chain, putative
SG02671 gamma-glutarmyleysteine syntheta
5600982 hypothetical protein, conserved
5602357 ubiguitin-conjugating enzyme-like,
5602471 2-oxoglutarate dehydrogenase E1
SG04508  tyrosyl or methiony-tRNA synthetas
5601615 microtubule-associated protein, pu
SG02436  ADPATP carrier protein 1, mitocha
5G02699  proteasome alpha 2 subunit, putat
5602498 ATP-dependent Clp protease subu
SG03686  2-oxoisovalerate dehydrogenase a
5600952 rysteine peptidase inhibitor, putativ
5602278 pyruvate dehydrogenase E1 compl
5602151 chaperonin, putative

SG07415  hypothetical protein, conserved
8G00857  NADH-tependent furarate reduct:
5601815 hypothetical protein, conserved
SG01078  hypothelical protein, conserved
SG02667  chaperonin alpha subunit, putative
5601550 hypothetical protein, conserved
5G00883  hypothelical protein, conserved
SGO2626  lectin, putative

5601332 protein kinase A regulatory subunit
SG00314  succinate dehydrogenase, putative
5602170 hypothetical protein, conserved
5603104 hypothetical protein, conserved
SG03728  hypothetical protein, conserved
SG04206  synaptojanin (N-terminal domair),
5601835 hypothetical protein, conserved
5G02247  ribonucleoprotein p18, mitochondr
5602602  mitochandrial RMA binding protein
5G02627  hypothetical protein, conserved
SG01448  protein kinase, putative

5601168 hypothetical protein, conserved
5601852 RNA-binding pratein, putative
5600393 RMNA-binding protein, putative
5602612 RMA-binding protein, putative
SG00484  centrin, putative

S5G02637  mitochondrial RMA-binding protein
SG01568  hypothetical pratein, canserved
5602808  protein phosphatase 24, regulaton
5G08038  hypothetical protein, conserved
2603013 enoyl-CoA hydratase, mitochondriz
5605204 hypothetical protein, conserved
SG00421 riboge 5-phosphate isomerase, pu
SG00486  ribosomal protein L3, putative
5602868  eytochrome ha, putative

5G05545  hypothetical protein

SG02354  relske Iron-sUUr protein precursor
5600305 evtochrorme ¢ oxidase VIIL{COX VI
5602103 hypothetical protein, conserved
5602186 M-acewlglucosamine-g-phosphate
5603809  hypothetical protein, conserved
5602999 replication factor A, 51kDa subunit,
5602864 glucosarnine-fructose-6-phosphat
5606282 hypothetical protein, conserved
5G00282  B0S ribosomal protein L18, putativ
SG01479 608 ribosomal protein LG, putative
5602503 ATP synthase F1 subunit gamma g
SG00548  alkyl-dihydroxyacetone phosphate
SG00986  casein kinase, putative

SG02522  asparagine synthetase A, putative
5G06052  asparaginy-tRMA synthetase, puta
§G00358  hypothetical protein

5600532 hypothetical protein, conserved
5G08185  hypothelical protein, conserved
SG02347  proteasorne alpha 1 subunit putat
SG01486 605 acidic rihosaomal protein P2, p
S5G02529  2-oxoolutarate dehydrogenase, E2
5601524 408 ribosomal protein 512, putativ
5601431 calpain-like cysteine peptidase, pu
SG02621 10 kDa heat shock protein, putative
SG02565  hypothetical pratein, conserved
5606219 hypothetical protein, conserved
SG02530  calpsin cysteine peptidase, putativi
5602691 ATP-dependent Zinc metallopeptid:
5602653 Hsc70-interacting protein (Hip), pu
SG00515 405 ribogomal protein 517, putativ
5601918 408 ribosomal protein S24E, putat
5602673 mitochondrial oligo_U hinding prot
SG00480 small GTP-hinding protein Rab1, p
SG00542  hypothetical pratein, canserved
5G01872  ribonucleoside-diphosphate reduc
SG02473  succinyl-coA:3-ketoacid-coenzyme
5602528 thioredoxin, putative

5602761 inorganic pyrophosphatase, putati
SG00807  kinesin, putative

5603053 ubiguitin-activating enzyme E1, put
5G02176  haloacid dehalogenase-like hydrol
SG01958  nucleolar RMNA-binding protein, put
SG02458  proteasorne activator protein PAZE
5602686  hypothetical protein, conserved
5G02709  hypothetical protein, conserved
5602945 fructose-1,6-hisphosphatase, ovios
5603065  hypothetical protein, conserved
SG01475  B0S ribosomal protein LY, putative
SG05711  hypothetical protein, conserved
5G04478  hypothetical protein, conserved
5G02638  hypothetical [

Figura 4.6. Visualizacdo geral dos resultados do agrupamento das proteinas
diferencialmente expressas nos estresses de pH, nutricional (TAU) e temperatura
(Temp). A cor vermelha representa aumento, verde a diminui¢cdo e em preto, expressao
igual as formas epimastigotas em final de fase logaritmica de crescimento (EPI 5 DIAS —

referéncia).
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= B &
2600172
=01 566
SG0057 4
SG0ZE42
=SG01 465
SG01748

MADH-cvtochrome Ba reductase, p
translation initiation factar, putative
B0S ribosomal subunit pratein L31
prateasome alpha 5 subunit, putat
tihosomal protein 526, putative
14-3-3 praotein, putative

Figura 4.7. Visualizac8o parcial dos resultados do agrupamento das proteinas

diferencialmente expressas nos estresses de pH, nutricional (TAU) e temperatura (Temp)

mostrando um padréo de dimnuicdo da expresséo (cor verde).

[H
TAL
Temp

5G0035454
5G00532
SG06T 85
SG02347
S5G01496
sG02524
sG01524
5G0193
SG02E21
SG0256S
SG0G219
5G02530
SG02691
5G02653

hypothetical protein

hypaothetical protein, consened
hypothetical protein, consened
proteasome alpha 1 subunit, putat
603 acidic ribosomal protein P2, p
2-mxoglutarate dehwdrogenase, E2
405 rihosomal protein 512, putativ
calpain-like cysteine peptidase, pu
10 kDa heat shock protein, putative
hypothetical protein, consened
hypothetical protein, consened
calpain cysteine peptidase, putatin
ATP-dependent zing metallopeptid:
HscYo-interacting protein (Hip), pu

Figura 4.8. Visualizagdo parcial dos resultados do agrupamento das proteinas

diferencialmente expressas nos estresses de pH, nutricional (TAU) e temperatura (Temp)

mostrando um padréo de aumento da expresséo (cor vermelha).

113



Temp

)
m
= B

SG00957  MADH-dependent furmarate reduct:
SG01814 hypothetical protein, conserved
SG01078  hypothetical protein, consernved
SGOZE6ET  chaperanin alpha subunit, putative
SG014850 hypothetical protein, conserved
SGO0GEE3  hypothetical protein, conserved
SGE02626  lectin, putative

SG014958 nucleolar RMA-hinding protein, put
SG02458 proteasome activator protein PAZE
SG02E3E hypothetical protein, conserved
SG02704 hypothetical protein, conserved
SG02945  fructose-1,6B-hisphosphatase, oytos
SGE03064 hypothetical protein, conserved

Figura 4.9. Visualizacéo parcial dos resultados do agrupamento das proteinas
diferencialmente expressas nos estresses de pH, nutricional (TAU) e temperatura (Temp)
mostrando um padréo de expresséo de dimnuigéo (cor verde) ou aumento (cor vermelha)

em apenas um tipo de estresse.

pH
TAL
Temp

SG00430 small GTP-hinding protein Rab1, p
SG00542 hypothetical protein, conserved
SGO1872 tihonucleoside-diphosphate reduc
SG02473 succinyl-cof 3-ketoacid-coenmyme
S5G02528  thioredoxin, putative

SG0ZTE1 inorganic pyrophosphatase, putati
SGO080Y  Kinesin, putative

SG030593 ubiguitin-activating enzvme E1, put
SG0Z176  haloacid dehalogenase-like hydrol

Figura 4.10. Visualizacdo parcial dos resultados do agrupamento das proteinas
diferencialmente expressas nos estresses de pH, nutricional (TAU) e temperatura (Temp)
mostrando um padrdo de expressdo de aumento (cor vermelha) em dois tipos de

estresse.
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4.5.3 ComparacgOes entre os dados de microarranjo e protedmica do T.

cruzi

Os dados fornecidos pelo estudo de proteoma do T. cruzi quando
submetidos aos diferentes tipos de estresse foram analisados e comparados
com os dados de microarranjo deste trabalho. Desta forma, as proteinas
diferencialmente expressas identificadas a partir da técnica de protedmica,
como ja mencionado no item anterior, foram avaliadas com relacdo ao padrao
de expresséao diferencial obtido no microarranjo. Cabe salientar que os genes
identificados neste trabalho como sendo diferencialmente expressos pelo
crittrio C de andlise ndo tiveram correlagio com as 173 proteinas

diferencialmente expressas.

Sendo assim, foi analisado um conjunto de 173 proteinas selecionadas
com sendo diferencialmente expressas pela protedmica. Dessas 173 proteinas,
117 (67%) apresentaram sondas no microarranjo, em um total de 251 sondas

(2,1 sondas por proteina).

Na Figura 4.11 é possivel visualizar a comparacdo entre os dados de
prote6bmica e microarranjo em relacdo as 117 proteinas avaliadas. Na metade
esquerda do grafico estdo representados os dados de microarranjo e na
metade direita, os dados de protéomica, € possivel observar uma intensidade

forte de expressao diferencial (aumento ou diminui¢cdo) na metade direita.

E muito evidente que os dados de microarranjo, por outro lado, n&o
demonstram nenhum sinal de modulacéao forte. Na verdade, a modulacdo do
sinal, de maneira geral, estd ausente. Esse resultado demonstra que as
diferencas vistas nas quantidades de peptideos avaliados pela proteémica ndo

apresentam nenhuma correlagdo com os resultados do microarranjo.

Uma outra informacdo acessoOria, porém muito importante, que é
passivel de ser vista na figura 4.11, € a correlacdo dos dados de microarranjo
referente as diferentes sondas que hibridam com o gene codificador da mesma

proteina. Podemos identificar esses elementos ao ver o mesmo cédigo para
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cada uma das linhas do grafico (SG08000, por exemplo, na primeira linha do
grafico). Como para uma determinada proteina poderia haver mais de uma
sonda no microarranjo, tal redundancia se explica. No entanto, devido ao nivel
de ruido inerente a técnica, ndo necessariamente sondas do mesmo gene
seriam agrupadas. No entanto, € possivel verificar um grande grau de
agrupamento das sondas distintas referentes ao mesmo gene. Esse resultado
demonstra a grande qualidade da parte técnica do microarranjo, pois a
conclusdo subjacente a esse resultado é a eliminacdo de grande parte do

ruido.
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Figura 4.11. Visualizacdo dos resultados do agrupamento dos dados - de”
microarranjo e protedmica. A cor vermelha representa aumento, verde a diminui¢cdo e
preto expressédo igual em ambos os experimentos. O gréafico pode ser visualizado em
duas partes. A metade esquerda representa 0s experimentos de microarranjo para 0s
estresses de pH, nutricional (TAU) e temperatura (Temp). E a metade direita os dados de

protedmica também para os estresses propostos.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo analisar a resposta do T. cruzi a
diferentes modalidades de estresse. A fim de verificar o comportamento dos
parasitas diante das condicdes de estresse propostas neste trabalho, foram
adaptados os procedimentos descritos originalmente para a metaciclogénese in
vitro alterando a etapa de estresse nutricional por outras formas de estresse
(estresse de pH e estresse de temperatura). Inicialmente, verificamos a taxa de
metaciclogénese e posteriormente a capacidade de infec¢cdo dos metaciclicos
obtidos através de ensaios de infeccdo em cultura de células Vero (in vitro) e
camundongos (in vivo). Além desta avaliacdo, buscamos obter dados de
expressdo génica diferencial por técnicas de gendmica funcional, como

microarranjos de DNA e protedmica.

O estresse nutricional tem um importante papel no disparo da
diferenciagcdo celular do Trypanosoma cruzi (Goldenberg et al.,1.987),
ocorrendo naturalmente nas por¢des terminais do intestino do inseto vetor onde
h& escassez de alimento. A sobrevivéncia destas células, neste microambiente,
depende de respostas adaptativas que exigem flexibilidade de metabolismo e
de comportamento, as quais culminam na diferenciacéo celular para a forma
tripomastigota metaciclica. A metaciclogénese in vitro (Contreras et al., 1985)
mimetiza estas condicdes encontradas no vetor. Importantes mudancas
ocorrem no programa de expressao génica do parasita durante este processo,
desta forma, investigar os mecanismos de regulacdo da expressdo génica
durante a metaciclogénese em T. cruzi é fundamental para o melhor
entendimento de seus mecanismos moleculares que até o0 momento nao foram

totalmente elucidados.

Durante a metaciclogénese in vitro, entre 0 estresse nutricional e a
adesdo das células, é provavel que ocorram simultaneamente eventos
associados a estabilidade diferencial das moléculas de RNA e a sua
associacdo aos polissomos. A metaciclogénese € um fenbmeno complexo,

onde deve estar ocorrendo uma reprogramacdo da expressdo génica. As
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alteracOes na quantidade e estabilidade dos transcritos podem ser progressivas
ao longo do processo ou tdo rapidas que ndo sao observadas quando

analisadas amostras de um periodo de tempo muito pequeno.

In vitro, a metaciclogénese pode ser induzida pela transferéncia de
células epimastigotas em fase logaritmica de crescimento para um meio
guimicamente definido, denominado TAU, que ndo apresenta qualquer fonte de
carbono (estresse nutricional). ApGs esta etapa, os parasitas sao transferidos
para o meio de diferenciacdo que consiste do mesmo meio TAU acrescido de 3
aminoacidos e glicose denominado TAU3AAG. Ao longo deste processo, €
possivel isolar células em diferentes estagios de diferenciacao (Contreras et al.,
1.985; Goldenberg et al.,1.987; Bonaldo et al., 1.988; Contreras et al., 1.988).

A fim de verificar o comportamento dos parasitas diante das condi¢des
de estresses propostas nesse trabalho foram adaptados os procedimentos
descritos originalmente para a metaciclogénese in vitro alterando a etapa de
estresse nutricional por outras formas de estresse, como descrito nos itens
3.3.3.1,3.3.3.2e 3.3.3.3.

Apés a andlise das taxas de metaciclogénese, notamos que a
diferenciacdo celular ocorre normalmente, apesar de um retardo no periodo de
tempo inicial de 48 horas nos estresse de pH e temperatura em relacdo ao
estresse nutricional. Estes experimentos indicam que os parasitas submetidos
ao estresse de pH e temperatura necessitaram de um periodo de tempo maior
gue aqueles submetidos ao estresse nutricional, sugerindo que ao menos para
a forma epimastigota, a metaciclogénese € disparada de forma distinta entre os
estresses testados. Com o decorrer do tempo estas diferencas foram
minimizadas e todos os tipos de estresses mostraram igual capacidade de
diferenciacédo celular. Os Grafico 4.1, Grafico 4.2 e Grafico 4.3, contidos neste

trabalho mostram tais resultados.

Uma das explicacdes para ocorréncia do retardo nos tempos iniciais de
metaciclogénese in vitro nos estresses de pH e temperatura, pode ser devido a

necessidade de um periodo de tempo maior para que o0 parasita reorganize sua
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expressdo génica até que possa aumentar progressivamente a taxa de
diferenciacdo celular. Além disso, possivelmente o estresse nutricional seja

mais eficaz no disparo da diferenciacdo do que os outros estresses.

De toda forma, a metaciclogénese é induzida pelos estresses testados e
sendo assim, nos interessamos em observar se 0s tripomastigotas metaciclicos
provenientes das diferentes modalidades de estresse eram capazes de infectar
células in vitro e também in vivo. Para tanto, experimentos para avaliar a
capacidade de infeccdo dos metaciclicos obtidos in vitro foram realizados em

colaboracédo com a Universidade Federal de Santa Catarina.

As Tabela 4.1 e Tabela 4.2, demonstraram que os parasitas foram
capazes de infectar e se multiplicar em células Vero, assim como, infectar os
camundongos testados. Os testes parasitologicos mostraram que independente
do estresse imposto, os camundongos foram passiveis de infeccdo, mesmo
mostrando um baixo nivel de parasitemia, apesar da quantidade de
metaciclicos inoculada em cada animal foi suficiente para causar uma alta
parasitemia. Devido a este fato, a baixa carga parasitaria pode ter influenciado
diretamente nos resultados de pesquisa em sangue fresco e na hemocultura.
Ja quando vetores foram utilizados para sugar os camundongos infectados, os
resultados mostraram que mesmo apos um longo periodo, estes nao
apresentaram parasitas no seu contetdo intestinal. O xenodiagndstico negativo
pode ser devido a escassez da parasitemia, uma vez que 0s insetos estavam

completamente ingurgitados.

A outra explicacdo para a baixa parasitemia seria o fato de os
camundongos terem sido inoculados por metaciclicos ao invés de
tripomastigotas sanguineos. Para testar isto, € necessario repetir os ensaios
utilizando tripomastigotas sanguineos da cepa Dm28c para nos certificarmos

desta hipotese.

Dados da literatura mostram que em alguns organismos a resposta ao
estresse pode influenciar de maneira incisiva na regulacdo da expressao

génica. Ashe, et al. (2000) investigaram o efeito da deplecdo de glicose
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sobre a sintese protéica. A deple¢éo de glicose é conhecida como sendo chave
na regulacdo da expressdo génica que leva a repressao transcricional de
genes. Neste estudo, foi visto que a retirada de glicose do meio de crescimento
leva a uma rapida inibicdo da sintese protéica e que este efeito foi prontamente
revertido apos readicdo de glicose no meio. A capacidade de responder as
mudancas no ambiente nutricional é essencial para a flexibilidade do
crescimento da Saccharomyces cerevisiae. A via de transducao de sinal que
controla essa flexibilidade pode ser induzida por niveis de nutrientes
especificos tais como aminoacidos e glicose. Em geral, estas alteracdes na
expresséo génica sdo mais comumente associadas ao controle da transcri¢cao
destes genes, mas também podem ser evidenciadas modificacbes pos-
traducionais, sendo que o0s nutrientes também controlam o nivel de sintese
protéica nas células. A auséncia de aminoacidos ou purinas provoca uma
inibicdo geral da traducdo, bem como, uma ativacdo de muitos genes
envolvidos na biossintese de aminoacidos. A fosforilacdo da subunidade a fator
2 de iniciacdo da traducdo (elF2) fornece um mecanismo fundamental para
diminuicdo da sintese protéica, em resposta a privacdo de nutriente ou
estresse nos mamiferos e células de levedura. A proteina quinase GCN2 de S.
cerevisiae contribui para o controle traducional da expressao génica de células
quando ha a privacdo de aminoacidos, fosforilando o elF 2a (Sattlegger &

Hinnebusch, 2005).

Desta forma, € possivel supor que a submissdo do T. cruzi aos
estresses propostos neste trabalho possa gerar respostas diferentes quanto a
alteracdo da regulacdo da expressdo génica do parasita. Para avaliar isto,
utilizamos ensaios de microarranjo para obter o perfil da expressao génica

apos submissdo dos parasitas aos estresses testados.

O microarranjo € uma metodologia largamente utilizada de analise da
expressdo de genes de um organismo. Sucintamente, ele consiste na utilizacéo
de sondas de DNA que representam o0 maior niumero possivel dos genes do
genoma imobilizados em uma superficie. O RNA da célula que se quer estudar

€ convertido em cDNA ou cRNA que podem ser marcados com fluoréforos.
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Apéds a hibridizacdo, as sondas para os genes que foram transcritos formam
hibridos com as moléculas marcadas. A andlise da fluorescéncia emitida
permite avaliar a expressdo dos genes. No nosso laboratério os microarranjos
sdo utilizados para o estudo da expressao génica do T. cruzi e contém como
sondas e produtos de PCR. O microarranjo de T. cruzi utilizado nesse trabalho

foi inteiramente desenvolvido no Instituto de Biologia Molecular do Parana.

No T. cruzi, estudos indicam que o controle da expresséo génica € pos-
transcricional (Avila et al., 2003, Dallagiovanna et al., 2001, Fragoso et al.,
2003). Esta regulacdo pode ser pela degradacdo seletiva de espécies de
MRNA. Alternativamente, a associacdo seletiva de algumas espécies de
MRNAs aos polissomas foi observada em T. cruzi como um mecanismo pos-
transcricional onde o mMRNA de varios genes permanece estavel no citoplasma
e o controle da traducao ocorre pelo do acesso aos ribossomos. De acordo
com estes casos, a comparagao entre populacoes de RNA total de diferentes
tipos celulares nao revelaria diferencas na expressao génica. Para exemplificar
esta regulacdo polissomal, tem-se o gene que codifica uma proteina com

dominios de ligacdo a quitina (Dallagiovanna et al., 2001) e o gene da

metaciclogenina (Avila et al., 2001).

Em T. cruzi, a transcricdo policistrOnica gera um mistura complexa de
transcritos, onde apenas uma fracdo é traduzida. Isolar desta fracdo os
transcritos diferencialmente expressos, segregando-os daqueles traduzidos de
modo constitutivo e simultaneo, demandou o desenvolvimento de recursos

tecnolégicos adequados.

No presente trabalho, as comparacfes entre as formas epimastigotas
em final de fase logaritmica de crescimento e as popula¢des submetidas aos
diferentes tipos de estresse foram realizadas utilizando apenas RNA polissomal
de trés réplicas bioldgicas distintas e hibridizadas no microarranjo do T. cruzi.
Buscamos desta forma, avaliar as diferencas biologicas observadas nos
estresses propostos pelo conjunto de mMRNAs associados a sintese de

proteinas
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Analises prévias a este trabalho mostraram que o RNA polissomal tém
um importante papel na diferenciagdo do T. cruzi: na metaciclogénese, o
namero de genes diferencialmente expressos chega a ser 10 vezes maior em
MRNA polissomal do que em mMRNA total; em outros processos de
diferenciacdo do T.cruzi, € muito provavel que o mecanismo mobilizacdo

polissomal seja atuante (Probst, 2005).

A patrtir deste estudo de analise do perfil de RNA polissomal durante a
metaciclogénese pode-se verificar que o niumero de sondas diferencialmente
expressas ao longo da diferenciacdo aumenta significativamente. Desta forma,
€ possivel notar que durante o estresse nutricional h4 um nimero relativamente
pequeno de sondas diferencialmente expressas em comparacdo com as
formas aderidas ao longo da metaciclogénese. Estas observacdes podem ser

vista na figura abaixo.
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Numero de sondas diferencialmente expressas na metaciclogénese de T. cruzi
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Figura 5.1. Representacdo do numero de genes diferecialmente expressos
durante a metaciclogénese do T. cruzi em comparagcdo com as formas epimastigotas em

fase logaritmica de crescimento, considerando os diferentes fold changes.

Através a tecnologia de microarranjo de DNA foi possivel selecionar um
grande numero de genes nas modalidades de estresses propostos. Para uma
melhor visualizagdo dos resultados foram criados critérios de sele¢do, como
descrito em materiais e métodos (item 3.17), que variavam de acordo com 0s
valores de fold change e a exclusao ou nédo de algumas das réplicas biologicas

analisadas.

Com o objetivo de estudar um grupo de genes cujo padrdo de expressao
era mais coeso, além de ser um critério mais estringente, onde nao foi excluido
nenhum dos experimentos realizados, optamos pelo critério C de selecdo. A
partir desta escolha foi selecionado um conjunto de 32 genes diferencialmente

expressos nas condicdes de estresse impostas em comparacdo com as formas
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epimastigotas (EPI 5DIAS). Foi observado que neste conjunto, a maioria dos
genes (n=24) selecionados estavam presente no estresse nutricional, com um
perfil de aumento e diminui¢do. Ja quando observado os estresses de pH (n=8)
e temperatura (n=2) poucos foram selecionados por este critério. Uma
explicagdo para este fato pode ser associada ao fato do estresse nutricional
estar mais fortemente associado ao disparo da diferenciagao celular em nosso
modelo. Esta hipdtese pode ser corroborada pelos ensaios de metaciclogénese
in vitro e nos ensaios de infecgdo in vitro e in vivo onde via de regra oS
resultados eram mais expressivos para este estresse do que nos outros

avaliados.

Apesar dos genes apresentarem padrbes de expressdes aumentados e
diminuidos nos estresses propostos, foi possivel verificar que neste conjunto a
resposta ao estresse era muito similar entre as modalidades propostas. Ou
seja, a maioria dos genes tinha uma resposta comum aos estresses realizados
cujos padroes de expressdes tendiam a um aumento ou diminuicdo, ndo
mostrando divergéncia entre os perfis dos genes. Exceto para trés genes
(7782.t00009, 8621.t00016 e 6854.t00008) inclusos neste critério que
apresentaram padrdes de expressao distintos.

Apesar da similaridade da regulacdo dos genes selecionados entre 0s
estresses alguns genes (ou grupos de genes) mostraram importantes
diferencas em relagcédo a intensidade desta modulagdo, como por exemplo, 0s
genes que codificam as enzimas da via glicolitica. Um padrdo de expressao
diminuida foi observado nos trés estresses estudados, mas esta mais evidente
gue no estresse nutricional (TAU), a queda no perfil de expressdo das enzimas

€ mais drastica.

Da mesma forma, em T. cruzi, foi observada a diminuicdo das enzimas
glicoliticas associada ao aumento de algumas enzimas do ciclo de Krebs e
citocromos na transicdo de formas amastigotas extracelulares para
epimastigotas (Cazzulo et al.,, 1985), sendo que um perfil semelhante foi

observado na diferenciacdo de epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos

125



(Urbina et al., 1990; Adroher et al., 1988). A resposta do T. cruzi a inibidores da
glicdlise ou da fosforilagdo oxidativa foi diferente em fases diferentes de cultura
de T. cruzi, devido a possiveis diferencas na adaptacdo a microambientes

durante seu ciclo evolutivo (Carneiro & Caldas, 1982).

O ambiente do limen do intestino do hospedeiro invertebrado é rico em
proteinas e o T.cruzi possui diversos transportadores e enzimas envolvidas na
degradacdo de aminoacidos (Sylvester & Krassner, 1976; Cazzuulo et al.,
1979; Urbina & Azavache, 1984). No entanto, epimastigotas consomem
preferencialmente glicose, mesmo em presenca de proteinas (Cazzulo et al.,
1985). A influéncia de prolina, aspartato e glutamato no processo de
metaciclogénese € conhecida (Contreras et al., 1985; Homsy et al., 1989;
Krassner et al., 1990).

Em trabalhos do nosso grupo que estudaram todo o processo de
metaciclogénese in vitro, através de analises de microarranjo, mostraram que a
via glicolitica apresenta-se fortemente diminuida mesmo nos primeiros
momentos da metaciclogénese (gliceraldeido-3-fosfato, enzima malica,
enolase) (Probst, 2005). No decorrer da metaciclogénese, essa inibicao
aumenta, tanto em intensidade quanto em nimero de genes pertencentes a via
que sédo inibidos, e ha maior representatividade do mRNA polissomal para

esses dois quesitos (numero de genes e intensidade da diminui¢éo).

Nos resultados obtidos no microarranjo dos diferentes tipos de estresse
obtivemos HSPs com perfil de expressdo diminuidos e aumentados. Sendo
assim, a HSP85 apresentou um padrdo de aumento significativo para o
estresse de temperatura e perfil de expressdo diminuida para os estresses de
pH e nutricional. Isso pode indicar uma resposta normal do organismo a
elevacdo da temperatura a qual as células foram submetidas. Além disso,
também obtivemos um padrdo de aumento para HSP70 (7180.t0003),
possivelmente devido a resposta aos estresses que o parasita foi imposto,
entretanto, também foi observado a diminuicdo nas HSP 70 em outro gene

pertencente a esta familia (8621.t00016) . Como descrito na literatura apds um
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choque térmico pode haver uma inibicdo da traducdo e transcricdo e esta
proteina pode estar envolvida com a recuperagdo destes mecanismos, ja a
HSP100 esta relacionada com a infeccdo do vetor de Leishmania (Feder &
Hofmann, 1999).

Como j& mencionado na introducdo deste trabalho as HSPs sé&o
induzidas em resposta ao estresse, de temperatura principalmente. Membros
dessa familia estdo presentes em células sem estresse (ndo sujeitas a
estresses intra ou extracelulares) e estdo envolvidas na moldagem de
proteinas, translocagdo, montagem e desmontam de proteinas, e sao
denominados chaperoninas. Essas proteinas sao importantes em
tripanossomatideos, que alternam baixas temperaturas nos insetos e
temperaturas de 37°C na corrente sangiinea. Van Der Ploeg et al. (1985)
identificaram aumento de 25 a 100 vezes para HSP70 e HSP83 quando
compararam formas sangtliineas e prociclicas de T. brucei. Em Leishmania, a
exposicdo ao calor induziu a diferenciacdo de promastigotas (adaptada ao
inseto) a amastigotas (adaptada ao hospedeiro mamifero). Argaman et al.
(1994) demonstraram a regulagdo dos niveis de HSP83 induzidos durante a
diferenciacdo como sendo regulados pos-transcricionalmente, através de
mudancas no turn-over do mRNA, sendo que a degradagcdo nos parasitas era
dependente da sintese protéica ativa. E interessante notar que as HSPs s&o
um dos poucos exemplos conhecidos de proteinas de tripanossomatideos que
podem ser moduladas fisiologicamente (Vanhamme & Pays, 1995).

Partindo do principio que as técnicas de PCR em tempo real (RT-PCR) e
microarranjo ja sdo bem estabelecidas e visando validar os dados provenientes
do conjunto de genes selecionados a partir do critério C de analise foi utilizado
o RT-PCR para obter informacdes sobre o evento bioldégico em questdo, os

estresses (pH, temperatura e nutricional).

Desta forma, o PCR em tempo real, além de validar os dados, teve como
principal fungéo confirmar que o critério C adotado para selecionar os genes

diferencialmente expressos por microarranjos estava correto.
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Vérias técnicas permitem quantificar mRNA, tais como Northern Blot,
hibridizacdo in situ, andlise de microarranjos e PCR em Tempo Real
quantitiativo (QRT - PCR). Este ultimo método revelou-se muito util, em virtude
da sua precisao, dinamica e sensibilidade. Além disso, o PCR em tempo real €
rapido, facil de usar, e altamente reprodutivel, exigindo quantidades minimas
de RNA, ndo manipulagéo pos - PCR, e evita o uso de radioatividade (Radonic,
et al., 2004). No entanto, em qualquer uma dessas abordagens, torna-se

necessario o controle inicial do RNA.

Neste trabalho foram utilizados para analise de PCR em tempo real, os
RNA polissomal extraidos das formas epimastigotas em final de fase
logaritmica de crescimento e os parasitas submetidos aos distintos tipos de

estresse nas trés réplicas bioldgicas realizada.

A escolha dos normalizadores para andlise dos resultados do RT-PCR é
extremamente importante para a avaliacdo dos dados e diminuicdo de erros
experimentais. Os normalizadores escolhidos neste estudo foram a proteina
ribossomal L9, histona H2B e a proteina hipotética 6733. O fato destes
normalizadores néo terem variagdo em sua expressao génica durante a fase de

estresse foi & motivacéo desta escolha.

A partir das comparacdes entre os resultados obtidos pela técnica de
PCR em tempo real e microarranjo foi possivel concluir que 93,33% dos genes
analisados mostraram concordancia com os perfis de expressdes obtidas no
microarranjo. Demonstrando assim a confiabilidade dos resultados gerados
pelo microarranjos dos diferentes tipos de estresses na selecdo de genes
diferencialmente expressos. Uma descri¢cdo sucinta das caracteristicas destes

genes encontra-se relacionada abaixo.
Genes com perfil de expressdo aumentando nos estresses:
Thiolase protein-like protein, putative — 10960.t00001

Dois tipos diferente de tiolases (Yang, et al., 1990) sdo encontradas,

ambas em eucariotos e procariotos: 3-cetoacetil-CoA Tiolase (tiolase 1) e
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acetoacetil-CoA tiolase (tiolase Il). Estas proteinas estao envolvidas em vias de
degradacdo, tais como, dos acidos graxos e beta-oxidacdo. A tiolase Il esta
envolvida em vias biosintéticas, tais como, sintese de poli beta-hidrobutirato ou
biogénese de esterdides. Em eucariotos existem duas formas da tiolase I: uma
localizada na mitocondria e outra localizada nos peroxissomos (Baker, et al.,
1991).

HSP70, mitochondrial precursor — 7180.t00003 (perfil aumentado) e HSP 70 —
8621.t00016 (perfil diminuido em estresse de pH e nutricional)

Estas chaperoninas ajudam no dobramento de muitas proteinas. HSP70
auxiliam no dobramento envolvendo ciclos repetitivos de ligacéo e liberagdo do
substrato. A atividade das HSP70 séo dependentes de ATPs. Estas proteinas
sdo compostas por duas regifes: a amino terminal tem um dominio ATPase e a
carboxiterminal € uma regido de ligacdo ao substrato (Craig, 1989). Em muitas
espécies existem muitas proteinas pertencentes a familia das HSP70. Algumas
destas proteinas sdo expressas sob condicdes de estresse (estritamente
induzido), enquanto que algumas sao expressas constitutivamente em células
sob condi¢bes normais. As HSP70 podem ser encontradas em diferentes
compartimentos celulares tais como: ndcleo, citoplasma (cy-HSP70),
mitocondria (mt-HSP70), reticulo endoplasmatico (grp78), dentre outros
(Flaherty, et al., 1990; Snutch, et al., 1988; Krautz, et al., 1998).

Nos tripanosomatideos as HSP70 mostram uma regulacdo estagio-
especifica, com aumento do nivel de expressdo em formas do parasita
presentes no hospedeiro mamifero. Smejkal et al. observou que leishmanias
apresentavam um aumento de infectividade quando exposta a elevadas
temperaturas. Apesar de se ter muitas informacfes sobre a expressdo das
HSP70 em T.cruzi poucos estudos estao relacionados a HSP 70 mitocondrial,
mtp70, deste parasita, ou melhor em eucariotos. A proteina mtp70 foi encontra-
se associada com DNA do cinetoplasto de tripanossomas e, portanto, pode

desempenhar um papel importante na regulagcdo da funcdo mitocondrial por
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interferir na importacdo de proteinas, na montagem de complexos protéicos na

matriz e metabolismo de acidos nucléicos (Olson, et al., 1994).
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase/rotamase, putative — 8149.t00002

As pepitidil-prolil isomerases (PPlase) sdo sequéncias altamente
conservadas e sdo proteinas multifuncionais que estdo presentes em muitos
tipos de células com uma distribuicdo consideravelmente divergentes
filogeneticamente. A nivel celular, PPlases estdo em compartimentos, livres no
citoplasma e/ou ancoradas as membranas. Diversas modificacbes pos-
traducional, como a glicosilacdo, modificacdbes N - terminais e fosforilagao
constituem as caracteristicas funcionais adicional do PPlases. Dobramento,
montagem e trafico de proteinas no meio intracelular sdo reguladas por
PPlases. Estas enzimas aceleram a taxa de dobramento de proteinas in vitro e
tém a capacidade de ligar proteinas e agir como chaperonas. Alguns PPlases
sdo subunidades co-regulatérias de complexos moleculares incluindo as
proteinas de choque térmico, receptores glicocorticéides e os canais ibnicos.
Pode-se classificar as PPlases para as seguintes superfamilias de proteinas: o
ciclofilinas (CsA — ligacdo de proteinas) e os FKBP (FK506/rapamycin-ligacédo
de proteinas) (Galat, 1993).

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, putative — 8609.t00009

Esta enzima catalisa a conversdo de glicerol-3-fosfato em fosfato
dehidroacetona. Em eucariotos, a forma mitocondrial da GPD participa do
transporte do fosfato glicerol em conjuncdo com uma GPD NAD - dependente
citoplasmatica. Este mecanismo € responsavel pela preservacdo de um
equilibrio redox. Neste ambiente, a enzima mostrou um aumento da atividade
na presenca de calcio. Estas enzimas sdo proteinas de aproximadamente 60 a
70 KDa que contém um provavel dominio ligador de FAD em suas
extremidades N - terminais. Esta enzima em mamiferos difere das proteinas de
bactérias e leveduras por ter uma regido ligadora de célcio EF-hand na

extremidade C-terminal.
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Genes com perfil de expresséo diminuido:
Thermostable carboxypeptidase 1, putative — 4881.t00006

As carboxipeptidases (CPs) podem ser divididas em trés grandes
grupos, as serina carboxipeptidase, metalocarboxipeptidase e cisteina
carboxipeptidase, baseado na natureza do residuo de amino&cido do sitio ativo

da enzima.

As metalopeptidases sdo caracterizadas pela exigéncia de um ion de
metal divalente para sua atividade. A Thermostable carboxypeptidase 1
pertence a familia das peptidases M32, ¢é diferenciada das outras
metalocarboxipeptidases por conter um motivo ligador de ions de metal
(HEXXH). O papel biolégico das metalocarboxipeptidase ainda néo foi
estabelecido, enquanto que nos mamiferos esta proteina tem um papel chave
na maioria dos processos bioldgicos tais como: degradacdo de proteinas,
protedlises, maturacao de peptideos, dentre outros (Lee, et al., 2006).

60S ribosomal protein L17, putative — 6854.t00008 (perfil de diminuicédo

notadamente evidenciado nos stresses de pH e nutricional)

Cerca de 2/3 do ribossomo é composto por RNA e 1/3 por proteinas. As
proteinas sdo nomeadas de acordo com a subunidade do ribossomo as quais
elas pertencem — subunidade menor (S1 a S31) e subunidade maior (L1a L44).
Muitas proteinas ribossomais, particularmente da subunidade maior, tem uma
composicao globular com um dominio surfaced-exposed com longas projecdes
finger-like que se estendem até o nucleo do rRNA a fim de estabilizar a

estrutura. Esta familia inclue a proteina L17 de eucariotos.
Arginine kinase — 7265.t00003

Arginina quinase € uma fosfotransferase que catalisa a interconverséo
entre Fosfoarginina e ATP. Esta enzima esta presente em alguns invertebrados
e € um sistema analogo a Creatina quinase nos vertebrados. Fosfoarginina

atua como um reservatoério energético devido ao fosfato de alta energia pode
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ser rapidamente transferido & ADP quando a renovacdo do ATP é exigida. E
importante notar que Arginina quinase esta ausente em hospedeiros mamiferos
do T. cruzi, deste modo, esta enzima pode ser um alvo potencial na Doenca de
Chagas. Foi demonstrado que superexpressao da arginina quinase aumenta
capacidade de sobrevivéncia do T. cruzi sob condi¢cdes de estresse de pH e
estresse nutricional. Além disso, quando heterdlogos da arginina quinase €&
expressa em organismos desprovido de qualquer tipo de fosfato de alta
energia, como a levedura e bactérias, eles também tornam - se mais tolerantes
a condicbes estresse de pH e nutricional, provavelmente devido ao efeito de
tamponamento do ATP a fosfoarginina (Miranda, et al., 2006).

Flagellar calcium-binding protein, putative — 7515.t00005

A Flagellar calcium-binding FCaBP) é uma proteina de 24 — kDa
altamente imunogénica que € encontrada no flagelo do T. cruzi. FCaBP contém
quatro dominios EF — hand, mas sdo os dominios EF - 3 e EF — 4 que se ligam
ao célcio. A proteina € modificada na porcdo N - terminal pela adicdo de
miristato e palmitato, ambas as quais sd0 necessarios para associacdo com
parte interna da membrana flagelar. Esta proteina que esta associada a
membrana flagelar do T. cruzi esta envolvida com a regulacdo de mudancas de

conformacéao do flagelo moduladas por calcio. (Buchanan, et al., 2005).

O flagelo é uma estrutura de mobilidade celular, reconhecimento/adesao
celular e endocitose. A familia das adenilato ciclases foi localizada ao longo do
flagelo. A atividade das ciclases varia durante o ciclo de vida dos
tripanossomos. Os ions de calcio parecem regular uma das isoformas de
adenilato ciclase. Nas células de mamiferos, uma calmodulina - dependente de
adenilato ciclase foi descrita, mas ndo ha evidéncias disponiveis que possa

sugerir que calmodulina module a ciclase dos tripanossomas (Wu, et al., 1994).
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, putative — 7984.t00006

Esta proteina tem uma importante funcdo na glicélise e gliconeogénese

por reverter a oxidacdo e fosforilagdo de D-gliceraldeido-3-fosfato para 1,3-
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difosfo-glicerato. Esta enzima € um tetrdmero de subunidades idénticas, cada
uma contendo dois dominios de fungdo conservada: um dominio ligador de
NAD e um dominio catalitico altamente conservado. GAPDH possui muitas
funcdes nao-glicolitica, e seu papel depende de sua localizacdo. Por exemplo,
a translocacdo da GAPDH ao nucleo funciona como um mecanismo de

sinalizacdo para a morte programada das células, ou apoptose.
Peptidase M20/M25/M40, putative — 8347.t00008

Esta familia inclui um conjunto de metalopeptidades que pertencendo a
familias das peptidase. A familia M20 sdo as Glutamato carboxipeptidase. A
familia peptidase M20/M25/M40 € um grupo de proteinas constituido por
metalopeptidases e homélogos ndo-peptidase. Estas peptidases possuem dois
sitios cataliticos para o ion zinco ligados por His/Asp, Asp, Glu, Asp/Glu e His
(Rawlings & Barrett, 1995).

DnaJ protein — 8578.t00003

DnaJ dominios (J - dominios) estdo associados com o0 sistema das
HSP70 e é sabido que este dominio medeia intera¢cdes. Os dominios DnaJ, sdo

portanto, parte do sistema das chaperonas (folding de proteina).

Em eucariotos, proteinas homélogas a bacteriana estdo envolvidos na
regulacdo da Hsp70, chaperonas moleculares, que estdo envolvidas em uma
variedade vias de biogénese de proteinas. Foi caracterizado o gene de Dnal
de T. cruzi, denominado TcJ6, codifica uma proteina que apresenta alta
homologia com a sequéncia Sisl de Saccharomyces Cerevisiae uma co —
chaperona recrutada no inicio da traducgéo. A proteina TcJ6 possui 36,5 kDa e
nao apresenta diferencas no padrdo de expressdo durante diferenciacdo do
parasita e estd associada a fracdo citoplasmética, além de estar associado a
subunidade 80S do ribossomo. Além disso, a TcJ6 de T. cruzi também foi
encontrada preferencialmente concentrada em torno do nudcleo. Isto sugere que

a TcJ6 esta associado ao reticulo endoplasmatico. Enfim, estes dados sugerem
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que a DnalJ de tripanossoma esta envolvida no inicio de traducdo em

Trypanosoma cruzi (Salmon, et al., 2001).
Phosphoglycerate kinase, putative — 8690.t00004

A fosfoglicerato quinase (PGK) é uma enzima que catalisa a formacéo
de ATP & ADP e vice versa. E 0 segundo passo da segunda fase da glicdlise,
1,3-difosfoglicerato € convertido em 3-fosfoglicerato formando uma molécula de
ATP. Se o inverso ocorrer, uma molécula de ADP pode ser formada. Esta
reacdo € essencial da maioria das células para formacdo de ATP em
aerobiose, para a fermentacdo em anaerobiose e fixacdo de carbono em

plantas.

No Trypanosoma brucei o metabolismo energético difere
significativamente do seu hospedeiro, ndo s6 porque se compreende distintas
enzimas e vias metabdlicas, mas também porque algumas enzimas glicoliticas
estdo localizadas em organelas chamados glicossomos. Esta proteina esta
presente além da forma glicossomal também na forma citosélica. O
metabolismo energético muda drasticamente durante o complexo ciclo de vida
deste parasita (Hellemond, et al., 2005). A presenca de PGK também foi
detectada em L. major (McKog, et al., 1997). Em T. cruzi, 80% da atividade da
PGK esta no citosol e 20% no glicossomo. Assim como, em T. brucei foram
encontradas trés isoformas para a PGK, denominadas PGKA, B e C em T.
cruzi. A PGKC esta presente na matriz soluvel do glicossoma, ja PGKA esta
presente na superficie interna da membrana do glicossoma (Concepcion, et al.,
2001).

Mitochondrial DEAD box protein, putative — 8791.t00006

Membros desta familia incluem as helicases DEAD e DEAH box. As
helicases estdo envolvidas no enovelamento dos acidos nucléicos. As
helicases com dominio DEAD box estdo associadas em varios aspectos com o
metabolismo de RNA, splicing de pré mRNA, biogénese de ribossomos,

transporte entre nucleo-citoplasma, traducéo e degradacédo de RNA. DEAD box
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representam uma versao especial do motivo B de proteinas ligadoras de ATP.
A esta familia incluem o fator de iniciagcdo elF -4 de eucariotos, PRP5 de
levedura, PRP28 e MSS116 proteinas se splicing, proteina DHH1, DRS1,
possivel RNA helicase de Echerichia coli, dentre outras (Schmid, et al., 1992).

Além dos genes descritos acima também foram detectados uma grande
porcentagem de proteinas hipotéticas na andlise dos genes selecionados pelos
critérios estabelecidos pelo microarranjos dos diferentes tipos de estresse. Isso
impossibilita uma visdo funcional destas proteinas e que provavelmente
existam proteinas importantes — afinal sdo reguladas — compartilhadas muitas
vezes por organismos proximos filogeneticamente, que ainda precisam ser
definidas caracterizadas em relacdo ao(s) seu(s) papel(is) funcional. Em T.
cruzi, aproximadamente 50% dos genes codificadores de proteinas foram
associados a algum tipo de funcdo — com base na similaridade com outras
proteinas j& caracterizadas ou com dominios funcionais (El-Sayed, 2005).

A grande quantidade de genes diferencialmente expressos detectados
neste trabalho cuja funcdo € desconhecida reflete o atual conhecimento sobre
0 genoma/transcriptoma do Trypanosoma cruzi. Uma analise realizada foi a
identificacdo de dominios protéicos presentes no banco de dados PFAM.
Algumas proteinas hipotéticas apresentaram dominios interessantes, mas seu
namero é relativamente pequeno — geralmente os dominios sdo encontrados
uma unica vez — impossibilitando a realizacdo de analises comparativas. De
qualquer forma, a identificacdo de possiveis funcdes pode dar indicios para

elucidacao de algumas proteinas hipotéticas.

Apesar da presenca de dominios nas proteinas hipotéticas indicando
possiveis funcBes a estas, seriam necessario ensaios funcionais biolégicos
para se aprofundar e certificar o papel destas proteinas. Nesse sentido, a
utilizacado da metodologia de Gene Ontology (GO) poderia ajudar na elucidacao
das funcbes das proteinas hipotéticas. Visto que o GO é uma estrutura

hierarquica em niveis, como uma arvore filogenética que busca integrar o
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conhecimento sobre a funcgéo, processo biolégico associado ou componente
celular das proteinas e dos seus genes codificadores.

De qualquer forma, para inferir possiveis funcbes a estas proteinas

hipotéticas selecionadas, os seguintes dominios foram encontrados:
Proteinas Hipotéticas com perfil de expressdo aumentado:

Proteina hipotética conservada — 5408.t00002 — dominio SAC3/GANP/
Ninl/mts3/eiF-3 p 25 family — esta vasta familia inclui diversas proteinas

envolvidas em grandes complexos.

Proteina hipotética conservada — 5414.t00009 — dominio Zinc finger C-
x8-C=x5-C-x3-H type — 0os dominios Zinc finger estdo envolvidos com a ligacédo
ao DNA, existem diferentes tipos, dependendo da posicdo dos residuos de
cisteina. As proteinas que contém este dominio podem estar envolvidas com o

ciclo celular.

Proteina hipotética conservada — 8178.t00003 — Major Facilitator
Superfamily — dentre as diversas familias de transportadores somente duas
esta presente aos mesmo tempo em todas as classificacbes dos organismos.
Estas sdo a superfamilia ATP-Binding Cassette (ABC) e a superfamilia Major
Facilitator (MFS). Os transportadores MFS sdo polipeptideos secundarios que

sdo capazes de transportar pequenos solutos.

Proteina hipotética conservada — 8822.t00004 - possui o dominio
Hydroxymethylglutaryl-coenzyme A synthase (HMG-CoA Synthase) — A HMG-
CoA synthase catalisa a condensacéo da acetil Co A com a acetoacetil Co A
para produzir a HMG-Co A e Co A. Nos vertebrados esta proteina possui duas
isoformas localizada em diferentes compartimentos subcelulares, uma forma
citosolica envolvida com a sintese de colesterol e outra forma mitocondrial

responsavel pela biogénese de corpos cetdnicos.
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Proteinas Hipotéticas com perfil de expressao diminuido:

Proteina hipotética conservada — 6113.t00005 — possui um dominio M
protein repeat — uma pequena repeticdo que é encontrada em muitas cépias
em proteinas M de bactérias. As proteinas M ligam a IgA e parecem estar

associadas a fator de viruléncia.

Proteina hipotética conservada - 6836.t00005, 7885.t00004 e
8754.t00004 — dominio Sacaropina desidrogenase — envolvida com o

metabolismo de aminoacidos.

Proteina hipotética conservada— 6986.t00019 — possui um dominio
GATse, glutamina aminotransferase, classe I, um grupo de enzimas
biosintéticas que sdo capazes de catalisar a remocdo do grupamento amoénia
das glutaminas e entdo este grupo pode ser transferido para ser substrato de

um novo grupamento.

Proteina hipotética conservada— 7118.t00034 — A familia WD - 40 que
possui repeticdes curtas de ~ 40 motivos aminoacidos e muitas vezes terminam
em um Trp - Asp (WD). As proteinas WD pertencem a uma grande familia
encontrada em todos os eucariotos e estdo envolvidos em uma variedade de
funcdes desde transducéo de sinal, regulacéo da transcricdo para o controle do
ciclo celular e apoptose. Em linhas gerais uma fungcdo comum de todas as
proteinas de repeticdo WD € coordenar a unido de multi-complexos, onde as
unidades de repeticdes servem de alca rigida para interacbes de proteinas
(Gottschalk et al., 1999).

Proteina hipotética conservada — 7617.t00056 — possui um dominio F-
box tem um papel crucial no recrutamento de substratos alvos destinados ao
sistema ubiquitina — proteassomo e esta diretamente ligado a proteina E3
ligase que € responsavel pela marcacdo de proteinas alvos para sua

subsequente degradacao pelo proteassoma 26S.
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Proteina hipotética conservada — 7753.t00025 — dominio Timidilato
quinase (dTMP quinase) que catalisa a fosforilagdo de timidina 5’-monofosfato

(dTMP) em tinidina 5’-difosfato (dTDP) na presenca de magnésio e ATP.

Proteina hipotética conservada - 7782.t00009 - dominio de
processamento de RNA — ligacdo de RNA — muitas proteinas de eucariotas séo
conhecidas por se ligar a simples fita de RNA, estas sdo chamadas de RNP1
(RNA-binding region) ou RRM (RNA recognition motif). As RRMs séo
encontradas em uma variedade de proteinas ligadoras de RNA, incluindo as
ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas (hnRNPs), proteinas envolvidas
na regulacdo do splicing alternativo e as “pequenas ribonucleoproteinas

nucleares” (snRNPs).

Proteina hipotética conservada — 8319.t00003 — Anquirin repeat — € um
dos mais comuns motivos de interacdo entre proteinas — proteinas na natureza.
Eles possuem um grande namero de funcionalidades em diversas proteinas de
eucariotos. Estas repeticdes sdo encontradas em proteinas com funcdes
diversas, tais como, iniciadores da transcricdo, regulares do ciclo celular,

citoesqueleto, transportadores de ions e transdutores de sinal.

Proteina hipotética conservada - 5669.t00003, 5884.t00002,
7832.t00016 e 8717.t00019 — ndo ha informacbes no banco de dados Pfam

para tais proteinas.

Devido ao fato dos genes selecionados no critério C terem na sua
maioria uma resposta semelhante quando os estresses foram submetidos,
decidimos verificar um grupo de genes que teriam perfis de expresséao distintos
guando realizado comparacdes apenas entre 0s estresses excluindo da analise
as formas epimastigotas. Desta forma, foi possivel a selecdo de um conjunto
de 11 genes que sao significativamente diferentes entre os estresses e é

possivel sugerir que tenham funcdes especificas na resposta ao estresse.

Andlises em nosso banco de dados CruziGeneDB mostraram que 0s

genes que codificam as proteinas hipotéticas conservadas 8440.t00004,
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8343.t00011, 7744.t00035 e 8730.t0015 ndo possuiam informag¢des alguma
sobre dominios, sendo assim, néo foi possivel inferir provaveis funcdes a estas.
O conjunto dos genes 7782.t00009, 8621.t00016 e 6854.t00008 também foram
selecionados pelo critério C de anéalise do microarranjo (ja descritos). As

descri¢cOes dos outros genes selecionados podem ser vista abaixo:
HSP 85 — 8158.t00013

Esta proteina mostra um perfil de expressdo aumentado em estresse de
temperatura e diminuicdo de expressao em estresse nutricional. Este fato pode
ser explicado com dados provenientes da literatura que mostram que eventos
de resposta ao estresse nas células geram a expressdo de proteinas de
choque térmico. Dados da literatura mostram que quando células de murino
L929 foram expostas rapidamente a uma elevacdo de temperatura (43 °C)
foram expressas, preferencialmente, as HSP 85 e HSP 69. Isso pode ser
explicado pelo fato destas proteinas servirem com uma protecdo da célula

contra efeitos letais de hipertermia (Lanks, 1983).

Além disso, niveis elevados de HSP 85 no citoplasma da célula de
murino davam indicios que a proteina estava sendo regulada por glicose.
Estudos feitos em leveduras também mostram que o metabolismo de glicose
pode estar envolvido na regulacdo das HSPs (Lanks, 1983). Sendo assim
podemos supor que o fato do padrédo de expressdo diminuido no estresse
nutricional é decorrente do fato que foi observado que em trabalhos do nosso
grupo que a via glicolitica apresenta-se fortemente diminuida principalmente
nos primeiros momentos da metaciclogénese (estresse nutricional) (Tese de
Christian Probst).

Coronin, putative — 5798.t00008

Esta proteina mostra um perfil de expressdo aumentado em estresse de
temperatura e nutricional, mas um perfil de diminuicdo no estresse de pH.
Sabe-se que essa proteina apresenta trés modulos WD, justapostos em sua

extremidade aminoterminal. Possui ortdlogos em T. brucei e L. major. As
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coroninas séo reguladores altamente conservados do citoesqueleto de actina
que foram inicialmente descritas em Dictyostelium discoideum, no qual elas se
localizam em estruturas semelhantes a coroas ricas em actina, na superficie
dorsal das células (De Hostos et al., 1991). A polimerizacdo da actina ocorre
através da formacado de redes de actina, em um processo altamente regulado,
sendo que as coroninas seriam um desses fatores de regulagdo (Uetrecht &
Bear, 2006).

Proteina Hipotética conservada — 7960.t00009

Esta proteina mostra um perfil de expressao aumentado em estresse de
temperatura e nutricional, mas uma expressédo de diminuicdo no estresse de
pH. Dados da literatura mostram que em tripanossomatideos a endocitose e a
exocitose sao restritas a bolsa flagelar. CRAM é uma proteina transmembranar
rica em cisteina, localizada na bolsa flagelar do T. brucei e potencialmente
funciona como receptor ou um componente essencial para a captacdo de
lipoproteinas (Qiao, et al., 2006). CRAM super expressa na forma de prociclica
do T. brucei. CRAM é conservada em varias espécies de protozoarios,
inclusive em T. cruzi (Yang, et al., 2000). Acredita-se que a bolsa flagelar seja
um local de captacao de nutrientes e macromoléculas possivelmente mediados

por receptores de endocitose (Lee, et al., 1990).
Enolase — 4911.t00014

Esta proteina mostra um perfil de expressdo diminuicdo em todos os
estresseses, mas esta diminuicdo € mais evidente em estresse nutricional. A
Enolase catalisa a conversdo reversivel de 2-fosfoglicerato (2PGA) para
fosfoenolpiruvato (PEP) na glicélise e gliconeogénese. Enolases de uma ampla
variedade de organismos foram caracterizadas e suas sequéncias S&o
altamente conservadas. Em alguns casos, a expressao da enolase varia de
acordo com condicbes metabolicas ou do desenvolvimento. Em
tripanossomatideos, a enolase é, ao contrario da maioria das enzimas
glicoliticas, ndo compartimentalizada nos glicossomos (organela caracteristica

destes protozoarios). E possivel imaginar que a enzima, nestes parasitas, tem
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um papel regulatério, em contraste com as enolases classicas, desde a sua
reacdo produto/substrato, PEP, como ficou demonstrado para as formas
prociclicas de T. brucei. Durante a glicolise, parte da PEP € redirecionada para
o glicossomo, onde é convertido em succinato, através de um percurso PEP
carboxiquinase (PEPCK). A ocorréncia destas reacdes dentro do glicossomo é
considerada necesséria para controlar o ATP / ADP e o balango redox dentro
da organela. Outra parte do PEP é convertida em piruvato pela piruvato
quinase citosolica. Este piruvato entdo entra na mitocéndria ou é convertido em
alanina pela alanina aminotransferase citosolica. Além disso, em
Trypanosoma cruzi, foram detectados genes que codificam as

fosfoenolpiruvato (Quifiones, et al., 2007).

Os mecanismos de regulacdo da expressédo génica em T. cruzi devem
ocorrer apds o término da transcricdo, no que é denominada regulacdo poés-
transcricional. Tal regulagdo possui diversos pontos potenciais de ocorréncia,
como por exemplo, no trans-splicing, exportacdo do mRNA do nucleo para o
citoplasma, degradacdo citoplasmatica dos mRNAs (cuja meia-vida entre a
producgéo e degradagéo do RNA seria o principal elemento na determinagao da
quantidade de proteina que devera ser produzida), associacdo a maquinaria de
traducéo (controle do acesso dos mRNAs citoplasmaticos a maquinaria pode
atuar de forma seletiva, criando assim, um mecanismo de controle pos-
transcricional da expressdo gene-especifica) e estabilidade protéica. Sendo
assim, o controle da expressao génica a nivel pds-transcricional em T. cruzi

resulta em uma baixa correlacdo entre o nivel mMRNA e proteinas.

Desta forma, um nimero maior de proteinas poderiam de uma maneira
mais efetiva estar atuando no parasita em resposta as condicfes de estresses
a qual este foi submetido e que néo puderam ser evidenciados com a utilizacéo
da técnica de microarranjos. Deste modo, resolvemos utilizar adicionalmente a
ferramenta de protebmica a fim de analisarmos os perfis de proteinas nos
diferentes tipos de estresses e buscar evidéncias de outras proteinas com

expresséo diferencial nestas condi¢bes estudadas.
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O termo protebmica em seu ambito geral pode ser definido como a
andlise em larga escala do estudo dos produtos génicos envolvendo somente
as proteinas. Mas combinar o estudo das proteinas com a analise de mRNAs,
abordagens gendmicas (microarranjos) e analise de interacbes de proteinas
por duplo hibrido pode se ter uma resposta biolégica mais completa para uma
determinada pergunta cientifica (Patterson & Aebersold, 2003).

A proteémica High-Throughput tem por objetivo o estudo dinamico das
mudancas de expressdo das proteinas de um organismo inteiro, tecido
especifico ou o compartimento celular sob certa condigdo. Consequentemente,
os dois principais objetivos da abordagem protedmica séo identificar proteinas
derivadas de misturas complexas extraidas de uma célula e quantificar o nivel

de expresséao das proteinas identificadas (Hogan, et al., 2006).

A espectrometria de massa (MS) tornou-se uma ferramenta primordial
na realizacdo destes objetivos. Tendo a capacidade de identificar proteinas
através de informacBes geradas a partir do tandem da espectrometria de
massa (MS/MS) e a medicdo da expressdo de proteinas por métodos
guantitativos de MS. Recentemente, esta abordagem esta sendo
sucessivamente aplicada em muitos estudos e é capaz identificar de 500 —
1000 proteinas por experimento. Sendo confiavelmente capaz de detectar e
estimar a expressao relativa (proteinas diferencialmente expressas em distintas
condigbes) de proteinas com alta e média abundancia. Além de medir a
expressdo absoluta (quantificacdo) de uma simples proteina em uma mistura
de complexos protéicos. Entretanto, o nivel de precisdo ainda ndo pode ser
avaliado, visto que os métodos protebmicos sdo limitados pelo o niumero e

concentracdo de proteinas que pode ser resolvidas (Hogan, et al., 2006).

Esta ferramenta ja esta sendo utilizada em diversos organismos, como
no caso do Trypanosoma cruzi (Parodi-Talice et al., 2007, Atwood, et al., 2005,
Parodi-Talice, et al., 2004, Paba et al., 2004, Paba et al., 2004). Esta

abordagem se torna interessante no caso dos tripanossomatideos, devido ao
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seu controle pés-transcricional, permitindo assim a analise do perfil protéomico

nos seus diferentes estagios de desenvolvimento.

Apés a analise dos dados foi observado que havia uma grande
variabilidade no numero de peptideos identificados, muito provavelmente
devido a variagBes técnicas e biolégicas sofridas ao longo do processo. Com
foi possivel visualizar nos resultados obtidos foram identificados 5274
peptideos para as formas epimastigota em contra partida foram identificados
10567 peptideos para o estresse de temperatura. Desta forma, foram feitas
normalizacbes nos dados de protedmica dos distintos tipos de estresse para
tentar minimizar estas variacdes. Listas com proteinas diferencialmente
expressas nos estresses em relacao a epimastigotas foram geradas resultando

em um conjunto de 173 proteinas.

Entretanto, um nimero maior de proteinas foi identificado no estresse de
temperatura (n=103) em relacdo ao estresse de pH (n=69) e nutricional (n=79)
conflitando com os resultados obtidos no microarranjo que mostravam que a
expressdo de genes diferencialmente expressos era maior em estresse
nutricional. Um da hipétese que pode ser levantada diz respeito ao numero
muito maior de peptideos identificados no estresse de temperatura, mesmo
com a normalizaco efetuada, pode ter influenciado nestes achados.
Adicionalmente, com a técnica de protedmica utilizada ndo foi possivel
identificar todas as proteinas presentes nos estresses, deste modo,
informacdes relevantes foram perdidas e estdo diretamente associadas a

limitacGes inerentes a utilizacdo desta metodologia.

Os dados de protebmica foram comparados com os dados de
microarranjo. Cabe salientar que o microarranjo identifica diferencas entre as
populacdes de RNA. Nao necessariamente a quantidade diferente de RNA
corresponde a quantidades diferentes de proteinas. Além disto, a proted6mica
ainda € uma técnica bem menos sensivel que o microarranjo onde as
diferencas no conteddo protéico de células distintas podem nédo ser

diretamente quantificaveis pelo estudo do proteoma. Finalmente, a técnica de
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microarranjo possui um carater mais quantitativo do que as técnicas de
prote6bmica utilizadas neste trabalho. Estes métodos apresentam diferencas
metodoldgicas importantes, principalmente com relacdo a sensibilidade,
especificidade e capacidade de quantificacdo, além de estarem avaliando
representacdes distintas da expressao génica. Portanto, a concordancia entre
resultados de dois estudos metodologicamente diferentes reforca a
confiabilidade dos resultados obtidos pelo microarranjo. A auséncia de
concordancia, todavia, pode refletir as caracteristicas de cada técnica, além de,
como ja mencionado, alteragcbes a nivel poés-traducional acontecem
constantemente dependendo de alteragbes sofridas no microambiente no

momento da andlise das proteinas.

De toda forma, como ja mencionados nos resultados dentro do conjunto
das 173 proteinas diferencialmente expressas, 67% possuiam sondas
equivalentes no microarranjo das modalidades de estresses analisadas neste

trabalho.

Cabe salientar com foi observado nos resultados apresentados no item
4.5.3, as proteinas diferencialmente expressas mostram pouca modulagdo no
microarranjo. As modulacbes que ocorrem no microarranjo sdéo em geral
pequenas e ndo tdo expressivas. Sendo assim, pode-se supor que este fato
deve-se muito provavelmente, a mudancas sutis no nivel de RNA quando o

parasita € submetido ao estresse.

Ja quando observado os dados de protedmica pode-se notar que ha
padrdo coeso de aumento ou diminuicdo em todos os tipos de estresse,
padrées de aumento ou diminuicdo em dois tipos de estresse em relacdo a um
terceiro ou até mesmo perfis de aumento ou diminuicdo em apenas um dos
estresses propostos, desta forma, € possivel inferir que ha uma tendéncia a
perfis claros de expressdo quando avaliamos os resultados dos experimentos
de LC-MS/MS. Cabe ressaltar que em relacdo aos dados obtidos por nossa
equipe com a utilizacdo da plataforma de microarranjos durante a diferenciagcéo

celular do Trypanosoma cruzi (diferenciagdo de epimastigotas para
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tripomastigotas metaciclicos), no caso dos genes diferencialmente
selecionados no estresse nutricional, estes sdo em numero significativamente
menor do que os observados em tempos mais avancados da diferenciacao.
Estes dados em conjunto com nossas observacdes neste trabalho podem
indicar que poucos genes tém sua expressao modulada em resposta ao
estresse no nivel dos mMRNAs associados aos polissomas, comparativamente
ao numero de genes evidenciados em tempos mais avancados da
metaciclogénene. Adicionalmente, existem fortes indicios de proteinas com
expressédo diferencial selecionados neste trabalho com a utilizagdo de
metodologias de protedmica, cujos MRNAS correspondentes apresentam
tendéncia de auséncia de modulag¢do. Estes dados em conjunto indicam uma
potencial importancia da regulacao pés-tradicionais no disparo da diferenciacao

celular das formas epimastigotas.

Estas observagbes devem ser validadas e uma das iniciativas que
estamos iniciando e a utilizacdo de metodologias de protebmica quantitativa,
bem como, de metodologias convencionais para o estudo da regulacdo da
expressdo de genes e proteinas seleicionados neste projeto, visando
compreender o papel destes, na resposta as condicdes experimentais

avaliadas no processo de diferenciacdo do parasita.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho analisou algumas condicdes de estresses utilizando
ferramentas de Genbmica Funcional, bem como, ensaios bioldgicos. A
metodologia de metaciclogénese in vitro foi utilizada para verificar a capacidade
do T. cruzi de se diferenciar perante as modalidades de estresse propostos.
Além disso, ensaios bioldgicos in vitro com células Vero e in vivo com
camundongos foram realizados para verificar a capacidade de infeccdo dos
parasitas. Todos estes ensaios efetuados tiveram resultados satisfatérios em

relacdo ao objetivo pela qual foram propostos.

A ferramenta de microarranjo de DNA foi utilizada e através dela foi

possivel:

Identificar grupos de genes diferencialmente expressos a partir de trés
réplicas biologicas independentes das distintas condigcbes de estresses
estudados.

Os genes diferencialmente expressos nos estresses analisados em
relacdo as formas epimastigotas foram selecionados com alto nivel de

estringéncia.

Os genes selecionados mostravam, em geral, uma resposta similar nos
estresses estudados. Além disso, também foram selecionados genes
significativamente diferentes entre o0s estresses através de uma analise

especifica.

Obtivemos um grau elevado de confirmacéo dos dados de microarranjos

utilizando a metodologia de PCR em tempo real (> 90%).

Adicionalmente foram utilizadas ferramentas de andalise em larga escala
de proteinas para avaliar este perfil nas diferentes condicdes de estresse
estudas gerando informacdes adicionais sobre proteinas potencialmente

diferencialmente expressas nestes estresses, gerando como resultados:
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173 proteinas mostaram indicios de expressao diferencial nos estresses

estudados em relag&o as formas epimastigotas.

Observou-se um padréo mais complexo de expressao diferencial do que

aguele observado no microarranjo.

Apesar destas proteinas diferencialmente expressas serem candidatas a
caracterizacdo funcional, ainda ha a necessidade de confirmagdo por outras

técnicas de biologia molecular para a validac&o dos resultados obtidos.

Quando foi realizada a comparacdo dos dados da proteébmica com os
dados provenientes do microarranjo foi visto que, das 173 proteinas
selecionadas na protedmica, 117 (67%) apresentaram sondas no microarranjo.
Além disso, os dados de microarranjo ndo mostram nenhum sinal de

modulacao para as proteinas selecionadas pela prote6mica.

Com isso, podemos inferir que estes dados em conjunto indicam uma
potencial importancia da regulacdo pos-traducional no disparo da diferenciacdo

celular das formas epimastigotas.

Portanto, os dados obtidos neste trabalho com estas duas metodologias
estdo sendo agora validados visando aumentar nosso conhecimento sobre
estes genes e seu papel na resposta as condicdes experimentais avaliadas,

assim como seu papel na diferenciacéo celular do Trypanosoma cruzi.
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8 ANEXOS

Anexo 01.

Comparacdo dos resulta

dos de

microarranjo

da

metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)

com os resultados de RT-PCR (B) do gene 8149.t00002 — peptidyl-prolyl cis-

trans isomerase/rotamase, putative.
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Met 16 - polysomal mRNA
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Anexo 02. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 8178.t00003 — hypothetical protein,
conserved.

Microarranjo X RT-PCR

>
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Anexo 03. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 8609.t00009 — glycerol-3-
phosphate dehydrogenase,putative.

Microamranjo X RT-PCR
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Anexo 04. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 8822.t00004 — hypothetical protein

conserved.
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Anexo 05.

Comparacédo dos

resultados de

microarranjo

da

metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 4881.t00006 — thermostable

carboxypeptidase 1, putative.
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Anexo 06. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 6836.t00005 — hypothetical protein
conserved.
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Anexo 07. Comparagdo dos resultados de

microarranjo

da

metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 7265.t00003 — Arginine kinase.

A Microaranjo X RT-PCR
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Anexo

08.

Comparacédo dos

resultados

de

microarranjo

da

metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 7515.t00005 — flagellar calcium-

binding protein, putative.

Microartanjo X RT-PCR
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Anexo 09. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)

com os resultados de RT-PCR (B) do gene 7753.t00025 — hypothetical protein
conserved.
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A Probe: CTG_3695
Met 16 - polysomal mRNA

‘\.,/'\./’\

log2(Ratio to Epi)

[

\

Epi Str  A3h Al2h A24h Meta
Mean Probe Intensity: 11.1

Stresses

os

0
-05 I

-l PR S T S PR T "
B oo} phi6 ch® teO7 ted0 teld 02 16 LIS
Mean Probe Intensity: 9.75117

7753.t00025 - Hypothetical protein, conserved
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-0,2

0,4 -
-0,6 -
-0,8

-1,2 4
-1,4 4
-1,6 —_—

-1.8 J

pHO2 pH26 pH28 TEO2 TE26 TE28 TAQ2 TA26 TA28
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Anexo 10. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)

com os resultados de RT-PCR (B) do gene 7782.t00009 — hypothetical protein
conserved.

Microartanjo X RT-PCR

A Probe: CTG_2267
Met 16 - polysomal mRNA

L g=—A

T Ep Sw A3h Al2h A24h Meta
Me an Probe Intensity: 11.1

log2(Ratio to Epi)
o

log2(Rato to Epi)

Stresses

I SR S Y TR
O ph20 OhIS 02 teld tel8 w02 w6 tals
B Mean Probe Intensity: 10.097

7782.t00009 - Hypothetical protein, conserved

pHO2 pH26 pH28 TEO2 TE26 TE28 TAO02 TA26 TA28
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Anexo 11. Comparacéo dos resultados de microarranjo da metaciclogénese in
vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A) com os resultados
de RT-PCR (B) do gene 8347.t00008 — peptidase M20/M25/M40, putative

Microaranjo X RT-PCR
Probe; CTG_1304 Probe: IB_EF_16_H1Z Probe: CTG_1674
Met 16 - polysomal mRMA i et 16 - palysomal mRNA - Mat 16 - polysomal mRNA
-ﬁ. L, """-\. 1E E e — 5
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Me an Probe btenaity 127 Mean Probe brensity: 125 Me an Probe Intenaity 10,4
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e e e b e b T e o vm v e a w a
e I".h:sl.wn.m::|:|Io:|-.l.:.::l:|1lz.. o Ihl.r.,...r-_-l;..-|-::...-.:|.:|..n;;. Baan Frobe imenisy: LLEISL
B : : ™
8347.100008 - Peptidase M20/M25/M40, putative
o
'D. 2 -
'D. 4 -
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'D. 8 -
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'1. 2 -
-14 -
_1I E -
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= v
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Anexo 12. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 8621.t00016 — HSP70.

Microamranjo X RT-PCR
A

Probe: CTG_642 Probe: CTG_773
i CTG_27 Met 16 - polysomal mRNA Met 16 - polysomal mRNA
Met 16 - polysomal mRNA os poYY os
0 —a / f
. % - o

L\ L\ /
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logl@anoto [ps

. \ - / ? . \\/./'/ 3 \\/'/

log2

i85 1% - . . - . -
4 i i i i i Epi Str A3h ALZh A24h Meta Ep Sr ASh AlL2h A24h Meta
L ‘:""“A:r':":’h ":'l“ Me an Probe Intensty. 131 Me an Probe inensty 13 7
an Probe Intenwty
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resses os os

e |

Masn Probe atensimy 1L 2000

B 8621.t00016 - HSP70
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0

-0,5 A
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pHO2 pH26 pH28 TEO2 TE26 TE28 TAO02 TA26 TA28
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Anexo 13. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 6770.t00009 — phosphoglycerate

kinase, putative.

log2@®asoto fpi)

Microarranjo X RT-PCR
Probe: 18_ST_17_809 Probe: MG_ST_14_C12 Probe: CTG_S7S
) Met 16 - polysomal mRNA Ls Met 16 - polysomal mRNA . Met 16 - polysomal mRNA
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Anexo 14. Resultado de RT-PCR do gene 5414.t00009 — hypothetical

protein, conserved.

Resultado RT-PCR

1,4 4
1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

5414.100009 - Hypothetical protein, conserved

pHO2

pH 26

pHZ8 TEO2 TEZ2Z6 TEZ8 TAOZ TAZe TAZB
iy
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Anexo 15. Resultado de RT-PCR do gene 5669.t00003 — hypothetical protein,

conserved.

Resultado RT-PCR

-0,2
-0,4
-0,6
-0,8

-1,2
-1,4
-1,6

5669.t00003 - Hypothetical protein, conserved

pHOZ

—_—

pHZ86 pHZ8 TEOZ TEZG TEZB
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TAZE
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Anexo 16. Resultado de RT-PCR do gene 6113.t00005 — hypothetical

protein conserved.

Resultado RT-PCR
. . . ™
6113.t00005 - Hypothetical protein, conserved
1 -
0,5
0 |
— 11—
'D.E‘
_1_
'1.5_
-3 -
pHO2 pH26 pH28 TEO2 TE26 TE2B TAODZ TAZe TAZB
. ey
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Anexo 17. Resultado de RT-PCR do gene 7118.t00034 — hypothetical

protein conserved.

Resultado RT-PCR
. . . ™
7118.t00034 - Hypothetical protein, conserved
1 -
0,5
D —
4
-0,5
_1 -
'1.5 -
-3 -
pHO2 pH26 pH28 TEO2 TE26 TE2BE TAO2Z TAZe TAZE
. iy
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Anexo 18. Resultado de RT-PCR do gene 7832.t00016 — hypothetical

protein conserved.

Resultado RT-PCR

e

7832.t00016 - Hypothetical protein, conserved

o
0.2 -
0,4 -
0.6 -
0.8 -

-1 4
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-1.4

'1.5 -
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Anexo 19. Resultado de RT-PCR do gene 8319.t00003 — hypothetical

protein conserved.

Resultado RT-PCR

8319.t00003 - Hypothetical protein, conserved

0 - I |
0.5 -

1 4
-1,5
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Anexo 20. Resultado de RT-PCR do gene 8578.t00003 — DnaJ protein.

Resultado RTPCR
- 8578.t00003 - Dnal protein N
0,5 -
0 | 1
-0,5 - —_—
-1 4
1,5
-3
pHOZ pH26 pH28 TEOD2Z TE26 TE283 TADZ TAZE TAZB
e A
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Anexo 21. Resultado de RT-PCR do gene 6986.t00019 — hypothetical

protein conserved.

Resultado RT-PCR

6986.t00019 - Hypothetical protein, conserved

pHOZ pH26 pH2Z2E TEOZ2 TE26 TE2Z8 TAOZ TAZe TAZIB

R iy
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Anexo 22. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 10960.t00001- thiolase protein-like

protein, putative.

A Microammanjo X RT-PCR

Stresses

-1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
ph02 ph26 ph28 te02 tel0 te28 tad2 tal0 tals

Mean Probe Intensity: L0.0507

10960.t00001 - T hiolase protein-like protein, putative

2,5 -
2
15 -
1 4
05 -
0 .
0,5
g 4
-1,5 -

pHO2 pH26 pH28 TEO2 TE26 TE28 TA02 TA26 TA28
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Anexo

23.

Comparagdo dos resultados de microarranjo

da

metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 5408.t00002— hypothetical protein,

conserved.

Microamranjo X RT-PCR
s Stresses
2
1 1
0
_1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

ph02 ph26 ph28 ted2 tel0 te28 tad2 tals tals

Mean Probe Intensity: L2.8013

5408.t00002 - Hypothetical protein, conserved

pHO2

pH 26

pH28 TEO2 TE26 TE28 TAO02 TA26 TA28
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Anexo 24. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 8791.t00006 — mitochondrial DEAD

box protein, putative.

Microamanjo X RTPCR
A Probe: MG_24H_08_E02
Met 16 - polysomal mRNA
= LS
8
8
2 1
]
© //\
~
& os
Ept Str A3h Al2h A24h Meta
Me an Probe Intensity: 11.3
N Stresses
LS
1
0s
0
02 ghde phl® te0) ted0 tel® 0} W0 wls
B Mean Probe Intensity: 122189

8791.t00006 - Mitochondrial DEAD box protein, )
putative
1,5 1
1
0,5 4
0
0,5 1
.4
pHO2 pH26 pH28 TEO2 TE26 TE28 TA02 TA26 TA28
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Anexo 25. Comparagdo dos resultados de microarranjo da
metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)

com os resultados de RT-PCR (B) do gene 5884.t00002 — hypothetical protein
conserved.

Microamanjo X RT-PCR
Probe: CTG_1863 Probe: IB_MT_05_G05
Met 16 - polysomal mRNA Met 16 - polysomal mRNA
1
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& E \
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‘ 5884.t00002 - Hypothetical protein, conserved )
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-1
pHO2 pH26 pH28 TEO2 TE26 TE28 TA02 TA26 TA28
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Anexo

26.

Comparagdo dos resultados

de microarranjo

da

metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 7617.t00056 — hypothetical protein

conserved.
Microarranjo X RT-PCR
Probe: CTG_167
A Met 16 - polysomal mRNA
— 2 | —
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7617.t00056 - Hypothetical protein, conserved
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Anexo

27. Comparagdo dos resultados de

microarranjo

da

metaciclogénese in vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A)
com os resultados de RT-PCR (B) do gene 7885.t00004 — hypothetical protein

conserved.

A

S

Probe: CTG

Microarranjo X RT-PCR
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Anexo 28. Comparacao dos resultados de microarranjo da metaciclogénese in

vitro e do microarranjo dos diferentes tipos de estresse (A) com os resultados

de RT-PCR (B) do gene 7984.t00006

dehydrogenase, putative.

— Glyceraldehyde 3-phosphate

A

Probe; CTG_272
Met 16 - polysomal mRNA

Microaranjo X RT-PCR
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Anexo 29. Lista de genes selecionados a partir do critério A estabelecido

para os resultados das analises de microarranjo de DNA. Em preto os genes

com carater aumentados em relacdo a comparacdo dos distintos estresses

com as formas epimastigotas em final de fase logaritmica de crescimento. Em

vermelho os genes diminuido mediante a mesma comparacéo citada acima.

ProbelD ProbeName Gene ID Gene
3273 CTG_576 7180.t00003 HSP70, mitochondrial precursor
1256 MG_24H_11 HO04 8822.t00004 hypothetical protein, conserved
3947 CTG_3176 8822.t00004 hypothetical protein, conserved
7705 MG_EP_06_FO08 7515.t00005 flagellar calcium-binding protein, putative
3119 CTG 1674 8347.t00008 peptidase M20/M25/M40, putative
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Anexo 30. Lista de genes selecionados a partir do critério B estabelecido
para os resultados das analises de microarranjo de DNA. Em preto os genes

com carater aumentados em relagdo a comparacdo dos distintos estresses

com as formas epimastigotas em final de fase logaritmica de crescimento. Em

vermelho os genes diminuido mediante a mesma comparacéo citada acima.

ProbelD ProbeName Gene 1D Gene
2514 CTG_524 3262.t00001 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase,
590 CTG_228 4667.t00004 ATPase alpha subunit, putative
7467 MG_ST_15 E12 5408.t00002 hypothetical protein, conserved
11081 Tc.01050 5738.t00006 hypothetical protein, conserved
9657 Tc.03759 6532.t00013 sugar tranporter, putative
3273 CTG_576 7180.t00003 HSP70, mitochondrial precursor
1895 CTG_3172 7368.t00003 hypothetical protein, conserved
7521 MG_24H_16_F08 7477.t00001 hypothetical protein, conserved
7731 MG_ST_14 GO7 7813.t00004 nucleoside transporter 1, putative
2089 CTG_1403 7960.t00009 hypothetical protein, conserved
1082 CTG_1923 8149.t00002 peptidyl-prolyl cis-trans
2861 CTG_1370 8158.t00013 HSP85
2923 CTG_3073 8306.t00005 hypothetical protein, conserved
3641 CTG_1856 8445.t00004  ATP synthase, alpha chain, mitochondrial
487 MG_24H_08_ D09 8565.t00016 hypothetical protein, conserved
4662 MG_EP_03_C09 8609.t00009 glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
357 CTG_286 8609.t00009 glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
2539 MG_24H_08 EO02 8791.t00006 mitochondrial DEAD box protein, putative
1256 MG_24H_11 HO4 8822.t00004 hypothetical protein, conserved
2987 CTG_433 2120.t00001 69 kDa paraflagellar rod protein, putative
8996 Tc.00186 4649.t00002 cyclophilin, putative
3413 CTG_2383 4911.t00014 enolase, putative
1405 CTG_3391 4940.t00004 fructose-bisphosphate aldolase,
7980 IB_MT_05_GO05 5884.t00002 hypothetical protein, conserved
4715 MG_24H_20_AO07 6113.t00005 hypothetical protein, conserved
3894 CTG_1889b 6836.t00005 hypothetical protein, conserved
7519 MG_EP_10_BO06a 6979.t00011 peptidase T, putative|aminotripeptidase,
7519 MG_EP_10 B0O6a  6979.t00011 peptidase T, putative
9838 Tc.01991 6986.t00019 hypothetical protein, conserved
6246 MG_EP_02_B07 7146.t00001 cytosolic malate dehydrogenase, putative
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ProbelD ProbeName Gene ID Gene

3279 CTG_764 7149.t00016  S-adenosylmethionine synthetase, putative
1035 CTG_1307 7265.t00003 arginine kinase

7706 MG_ST_10_CO06 7515.t00005 flagellar calcium-binding protein, putative
2316 CTG_1252 7832.t00005 hypothetical protein, conserved
7275 MG_EP_09 B11 7832.t00016 hypothetical protein, conserved
8363 Tc.04148 7882.t00008 hypothetical protein, conserved
5403 IB_EP_12 D11 7939.t00002 hexokinase, putative

7278 MG_24H_14 H12 8152.t00001 paraflagellar rod protein 3, putative
893 CTG_1974c6 8299.t00008 hypothetical protein, conserved
2419 CTG_3100 8304.t00012 D-isomer specific 2-hydroxyacid
1672 CTG_3634 8319.t00003 hypothetical protein, conserved
4873 MG_EP_05_B06 8347.t00008 peptidase M20/M25/M40, putative
6754 MG_24H_18_C08 8434.t00003 actin, putative

6679 IB_ST_20_EO1 8557.t00003 hypothetical protein, conserved
9833 Tc.01822 8578.t00003 DnaJ protein

891 CTG_3467 8621.t00016 HSP70
11378 Tc.02086 8633.t00013 fatty acid elongase

7959 IB_ST_17_B09 8690.t00004 phosphoglycerate kinase, putative
6448 IB_MT_06_FO07 8736.t00002 NUP1-protein

2799 MG 24H 07 HO5 8754.t00004 hypothetical protein, conserved
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Anexo 31. Lista de genes selecionados a partir do critério D estabelecido

para os resultados das analises de microarranjo de DNA. Em preto os genes

com carater aumentados em relagdo a comparacdo dos distintos estresses

com as formas epimastigotas em final de fase logaritmica de crescimento. Em

vermelho os genes diminuido mediante a mesma comparacéo citada acima.

ProbelD ProbeName Gene ID Gene

590 CTG_228 4667.t00004 ATPase alpha subunit, putative
5988 MG_ST_05 D10 4763.t00015 hypothetical protein, conserved
7467 MG_ST_15 E12 5408.t00002 hypothetical protein, conserved
8499 Tc.00797 5414.t00009 hypothetical protein, conserved
11081 Tc.01050 5738.t00006 hypothetical protein, conserved
9657 Tc.03759 6532.t00013 sugar tranporter, putative

1962 CTG_4257 6969.t00008 DNA topoisomerase IA, putative
1162 CTG_3462 6986.t00043 alanine aminotransferase, putative
3273 CTG_576 7180.t00003 HSP70, mitochondrial precursor
1895 CTG_3172 7368.t00003 hypothetical protein, conserved
3174 CTG_3059 7638.t00018 hypothetical protein, conserved
3499 CTG_4492 7813.t00004 nucleoside transporter 1, putative
2855 CTG_1545 7887.t00004 acyl-CoA dehydrogenase, putative
3797 CTG_55 7980.t00007 p22 protein precursor, putative
5740 IB_MT_04_H02 8073.t00018 aldose 1-epimerase-like protein, putative
4445 MG_24H_16 _B12 8149.t00002 peptidyl-prolyl cis-trans

2923 CTG_3073 8306.t00005 hypothetical protein, conserved
1615 CTG_2733 8370.t00029 hypothetical protein, conserved
4662 MG_EP_03_C09 8609.t00009 glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
2539 MG_24H_08_EO02 8791.t00006 mitochondrial DEAD box protein, putative
1256 MG_24H_11_HO04 8822.t00004 hypothetical protein, conserved
7691 IB_ST_20_FO01 4881.t00006 thermostable carboxypeptidase 1, putative
3413 CTG_2383 4911.t00014 enolase, putative

1405 CTG_3391 4940.t00004 fructose-bisphosphate aldolase,
5470 MG_24H_20_EO1 5360.t00006 UTP-glucose-1-phosphate

8256 Tc.01015 5669.t00003 hypothetical protein, conserved
7980 IB_MT_05_G05 5884.t00002 hypothetical protein, conserved
4715 MG_24H 20 A07 6113.t00005 hypothetical protein, conserved
1886 CTG_2413 6836.t00005 hypothetical protein, conserved
5237 IB_MT_02_DO01 6854.t00008 60S ribosomal protein L17, putative
7519 MG_EP_10_B06a 6979.t00011 peptidase T, putative|aminotripeptidase,
7519 MG_EP_10_B06a  6979.t00011 peptidase T, putative

9838 Tc.01991 6986.t00019 hypothetical protein, conserved
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ProbelD ProbeName Gene ID Gene
12206 Tc.03844 7006.t00003 myo-inositol-1 phosphatase, putative
9590 Tc.02043 7007.t00001 dolichyl-phosphate beta-D-
6511 MG_EP_04_CO01 7118.t00034 hypothetical protein, conserved
3279 CTG_764 7149.t00016  S-adenosylmethionine synthetase, putative
1035 CTG_1307 7265.t00003 arginine kinase
5391 IB_EP_11_HO06 7508.t00002 glutamate dehydrogenase, putative
7705 MG_EP_06_F08 7515.t00005 flagellar calcium-binding protein, putative
1828 CTG_167 7617.t00056 hypothetical protein, conserved
5930 MG_EP_02_G05 7753.t00025 hypothetical protein, conserved
2133 CTG_2267 7782.t00009 hypothetical protein, conserved
7275 MG_EP_09 _B11 7832.t00016 hypothetical protein, conserved
8363 Tc.04148 7882.t00008 hypothetical protein, conserved
4073 MG_24H_02_F02 7885.t00004 hypothetical protein, conserved
626 CTG_291 7939.t00002 hexokinase, putative
9808 Tc.01632 7972.t00008 hypothetical protein, conserved

3 CTG_1213 7984.t00006 glyceraldehyde 3-phosphate

7440 IB_MT_09_HO08 8158.t00013 HSP85
10150 Tc.03197 8179.t00006 hypothetical protein, conserved
2419 CTG_3100 8304.t00012 D-isomer specific 2-hydroxyacid
1672 CTG_3634 8319.t00003 hypothetical protein, conserved
4873 MG_EP_05_B06 8347.t00008 peptidase M20/M25/M40, putative
3410 CTG_2431 8434.t00003 actin, putative
6679 IB_ST_20_EO1 8557.t00003 hypothetical protein, conserved
9833 Tc.01822 8578.t00003 DnaJ protein
2763 CTG_642 8621.t00016 HSP70
7959 IB_ST_17_B09 8690.t00004 phosphoglycerate kinase, putative
9116 Tc.03493 8717.t00019 GPI transaminidase component Ttal,
7236 IB_EP_16_D05 8739.t00011 heat shock protein DnaJ, putative
2799 MG_24H_07_HO05 8754.100004 hypothetical protein, conserved
5641 MG EP 06 D05 8765.t00018 dynein, putative
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Anexo 32. Lista de genes selecionados a partir do critério E1

estabelecido para os resultados das analises de microarranjo de DNA. Em

preto 0os genes com carater aumentados em relacdo a comparacdo dos

distintos estresses com as formas epimastigotas em final de fase logaritmica de

crescimento. Em vermelho os genes diminuido mediante a mesma comparacao

citada acima.
ProbelD ProbeName Gene ID Gene
3538 CTG_613 10960.t00001 thiolase protein-like protein, putative
590 CTG_228 4667.t00004 ATPase alpha subunit, putative
5988 MG_ST 05 D10 4763.t00015 hypothetical protein, conserved
7467 MG_ST_15 E12 5408.t00002 hypothetical protein, conserved
8499 Tc.00797 5414.t00009 hypothetical protein, conserved
3268 CTG_802 5491.t00001 amino acid transporter, putative
5716 MG_ST_05_HO07 5631.t00001 syntaxin, putative
11081 Tc.01050 5738.t00006 hypothetical protein, conserved
9657 Tc.03759 6532.t00013 sugar tranporter, putative
1727 CTG_4489 6721.t00001 glutamate dehydrogenase, putative
1962 CTG_4257 6969.t00008 DNA topoisomerase IA, putative
1162 CTG_3462 6986.t00043 alanine aminotransferase, putative
2658 CTG_2912 7031.t00008  hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, putative
11954 Tc.03886 7143.t00001 hypothetical protein
3273 CTG_576 7180.t00003 HSP70, mitochondrial precursor
1895 CTG_3172 7368.t00003 hypothetical protein, conserved
1639 CTG_3185 7431.t00002 succinyl-CoA ligase [GDP-forming] beta-
3174 CTG_3059 7638.t00018 hypothetical protein, conserved
6934 MG_ST_08_G07 7767.t00001 NADH-dependent fumarate reductase,
3499 CTG_4492 7813.t00004 nucleoside transporter 1, putative
10835 Tc.01426 7842.t00003 hypothetical protein, conserved
2855 CTG_1545 7887.t00004 acyl-CoA dehydrogenase, putative
3797 CTG_55 7980.t00007 p22 protein precursor, putative
9775 Tc.00103 8001.t00005 hypothetical protein
5740 IB_MT_04_HO02 8073.t00018 aldose 1-epimerase-like protein, putative
4445 MG_24H_16 _B12 8149.t00002 peptidyl-prolyl cis-trans
4184 MG_ST_08_B06 8178.t00003 hypothetical protein, conserved
2923 CTG_3073 8306.t00005 hypothetical protein, conserved
1615 CTG_2733 8370.t00029 hypothetical protein, conserved
3641 CTG_1856 8445.t00004  ATP synthase, alpha chain, mitochondrial
4662 MG_EP_03_C09 8609.t00009 glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
357 CTG_286 8609.t00009 glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
574 CTG_180 8726.t00013 folate/pteridine transporter, putative
11306 Tc.04506 8765.t00017 hypothetical protein, conserved
2539 MG_24H_08_E02 8791.t00006 mitochondrial DEAD box protein, putative
2539 MG_24H_08_E02 8791.t00006 mitochondrial DEAD box protein, putative
1256 MG_24H_11 HO04 8822.t00004 hypothetical protein, conserved
9112 Tc.03491 1689.t00001 hypothetical protein
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ProbelD ProbeName Gene 1D Gene

894 CTG_3320 4586.t00001 chaperone DNAJ protein

663 CTG_391 4705.t00003 hypothetical protein

543 CTG_1551 4777.t00001 hypothetical protein, conserved
5430 MG_EP_04_C10 4821.t00008 phosphatidyltransferase, putative
7691 IB_ST 20 FO1 4881.t00006  thermostable carboxypeptidase 1, putative
3413 CTG_2383 4911.t00014 enolase, putative

1405 CTG_3391 4940.t00004 fructose-bisphosphate aldolase,
5470 MG_24H 20 EO1 5360.t00006 UTP-glucose-1-phosphate
11587 Tc.00828 5439.t00003 C-14 sterol reductase, putative
2170 CTG_3353 5577.t00002 methylthioadenosine phosphorylase,
1408 CTG_3644 5609.t00008 hypothetical protein, conserved
8512 Tc.00969 5618.t00001  ATP-dependent Clp protease subunit, heat
8256 Tc.01015 5669.t00003 hypothetical protein, conserved
1854 CTG_1891 5784.t00018 hypothetical protein, conserved
9805 Tc.01112 5790.t00006 mitochondrial RNA binding protein 1,
1754 MG_24H_05_B07 5824.t00004 hypothetical protein, conserved
10041 Tc.00391 5882.t00003 proteasome beta 2 subunit, putative
7980 IB_MT_05_GO05 5884.t00002 hypothetical protein, conserved
2587 CTG_1550 6080.t00005 S-adenosylhomocysteine hydrolase,
4715 MG_24H_20_AQ7 6113.t00005 hypothetical protein, conserved
7447 IB_EP_12_B09 6169.t00004 dynein light chain, putative

8531 Tc.01466 6177.t00004 signal peptidase type I, putative|serine
4444 MG_ST_06_EO6a  6380.t00026 hypothetical protein, conserved
2570 CTG_1061 6823.t00002 hypothetical protein, conserved
1886 CTG_2413 6836.t00005 hypothetical protein, conserved
5237 IB_MT_02_D01 6854.t00008 60S ribosomal protein L17

6932 IB_MT_08_A10 6890.t00024 pretranslocation protein, alpha subunit,
2011 MG_24H_07_C03 6979.t00011 peptidase T, putative|aminotripeptidase,
7519 MG_EP_10 BO6a  6979.t00011 peptidase T, putative

9838 Tc.01991 6986.t00019 hypothetical protein, conserved
1866 CTG_2402 7006.t00001 ABC transporter, putative
12206 Tc.03844 7006.t00003 myo-inositol-1 phosphatase, putative
9590 Tc.02043 7007.t00001 dolichyl-phosphate beta-D-

6408 IB_EP_16_E11 7029.t00005 hypothetical protein, conserved
5467 MG_EP_10_A08b 7029.t00006 vesicular-fusion ATPase-like protein,
5929 MG_24H_12 EO02 7098.t00028 methylthioadenosine phosphorylase,
6511 MG_EP_04_CO01 7118.t00034 hypothetical protein, conserved
1887 CTG_272 7148.t00006 glyceraldehyde 3-phosphate

2078 CTG_1441 7149.t00016  S-adenosylmethionine synthetase, putative
7022 IB_ST_17 FO4 7265.t00003 arginine kinase

2171 CTG_3504 7452.t00003 hypothetical protein, conserved
5391 IB_EP_11 HO6 7508.t00002 glutamate dehydrogenase, putative
7706 MG_ST_10_CO06 7515.t00005 flagellar calcium-binding protein, putative
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ProbelD ProbeName Gene ID Gene
1828 CTG_167 7617.t00056 hypothetical protein, conserved
8757 Tc.00410 7617.t00075 hypothetical protein, conserved
2852 CTG_1587 7622.t00009  eukaryotic translation initiation factor 3 (elF-
7210 MG_EP_04_HO05 7626.t00010 ubiquitin activating enzyme, putative
6015 MG_24H_18 HO02 7633.t00006 UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent
8064 IB_MT_02_C06 7667.t00001 condensin subunit 1, putative
2321 CTG_1032 7696.t00009  T-complex protein 1, beta subunit, putative
11691 Tc.04116 7744.t00035 hypothetical protein, conserved
5930 MG_EP_02_G05 7753.t00025 hypothetical protein, conserved
505 CTG_839 7773.t00018 hypothetical protein, conserved
2133 CTG_2267 7782.100009 hypothetical protein, conserved
8252 Tc.01012 7811.t00014 hypothetical protein, conserved
7275 MG_EP_09 B11 7832.t00016 hypothetical protein, conserved
8363 Tc.04148 7882.t00008 hypothetical protein, conserved
4073 MG_24H_02_F02 7885.t00004 hypothetical protein, conserved
65 CTG_1787 7939.t00002 hexokinase, putative
9808 Tc.01632 7972.100008 hypothetical protein, conserved
3 CTG_1213 7984.t00006 glyceraldehyde 3-phosphate
7172 IB_EP_16_H12 8038.t00012 peptidase M20/M25/M40, putative
1295 CTG_1298 8070.t00009 trypanothione synthetase, putative
2861 CTG_1370 8158.t00013 HSP85
747 MG_24H_07_HO02 8165.t00017 hypothetical protein, conserved
10150 Tc.03197 8179.t00006 hypothetical protein, conserved
2419 CTG_3100 8304.t00012 D-isomer specific 2-hydroxyacid
1672 CTG_3634 8319.t00003 hypothetical protein, conserved
4873 MG_EP_05_B06 8347.t00008 peptidase M20/M25/M40, putative
3119 CTG_1674 8347.t00008 peptidase M20/M25/M40, putative
463 CTG_657 8434.t00003 actin, putative
2324 CTG_1256 8434.t00003 actin, putative
6679 IB_ST_20_EO1 8557.t00003 hypothetical protein, conserved
9833 Tc.01822 8578.t00003 DnaJ protein
4044 CTG_773 8621.t00016 HSP70
4044 CTG_773 8621.t00016 HSP70
6512 IB_MT_08_C10 8632.t00008 hypothetical protein, conserved
4160 IB_EP_16 BO07 8648.t00010 glycosomal malate dehydrogenase,
7959 IB_ST_17_B09 8690.t00004 phosphoglycerate kinase, putative
9116 Tc.03493 8717.t00019 GPI transaminidase component Ttal,
7236 IB_EP_16_D05 8739.t00011 heat shock protein DnaJ, putative
2799 MG_24H_07_H05 8754.t00004 hypothetical protein, conserved
5641 MG_EP_06_DO05 8765.t00018 dynein, putative
5957 MG ST 16 H12 8824.t00005 lysophospholipase, putative
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Anexo 33. Lista de genes selecionados a partir do critério E2
estabelecido para os resultados das andlises de microarranjo de DNA. Em
preto 0os genes com carater aumentados em relacdo a comparacdo dos
distintos estresses com as formas epimastigotas em final de fase logaritmica de

crescimento. Em vermelho os genes diminuido mediante a mesma comparacao

citada acima.
ProbelD ProbeName Gene ID Gene

590 CTG_228 4667.t00004 ATPase alpha subunit, putative
5988 MG_ST_05 D10 4763.t00015 hypothetical protein, conserved
7467 MG_ST_15 E12 5408.t00002 hypothetical protein, conserved
8499 Tc.00797 5414.t00009 hypothetical protein, conserved
11081 Tc.01050 5738.t00006 hypothetical protein, conserved
9657 Tc.03759 6532.t00013 sugar tranporter, putative

1962 CTG_4257 6969.t00008 DNA topoisomerase IA, putative
1162 CTG_3462 6986.t00043 alanine aminotransferase, putative
2658 CTG_2912 7031.t00008  hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, putative
3273 CTG_576 7180.t00003 HSP70, mitochondrial precursor
1895 CTG_3172 7368.t00003 hypothetical protein, conserved
3174 CTG_3059 7638.t00018 hypothetical protein, conserved
6934 MG_ST_08_G07 7767.t00001 NADH-dependent fumarate reductase,
3499 CTG_4492 7813.t00004 nucleoside transporter 1, putative
2855 CTG_1545 7887.t00004 acyl-CoA dehydrogenase, putative
3797 CTG_55 7980.t00007 p22 protein precursor, putative
5740 IB_MT_04_H02 8073.t00018 aldose 1-epimerase-like protein, putative
4445 MG_24H_16 B12 8149.t00002 peptidyl-prolyl cis-trans

2923 CTG_3073 8306.t00005 hypothetical protein, conserved
1615 CTG_2733 8370.t00029 hypothetical protein, conserved
3641 CTG_1856 8445.t00004 ATP synthase, alpha chain, mitochondrial
4662 MG_EP_03_C09 8609.t00009 glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
574 CTG_180 8726.t00013 folate/pteridine transporter, putative
2539 MG_24H_08 EO02 8791.t00006 mitochondrial DEAD box protein, putative
2539 MG_24H_08 EO02 8791.t00006 mitochondrial DEAD box protein, putative
1256 MG_24H_11 HO04 8822.t00004 hypothetical protein, conserved

663 CTG_391 4705.t00003 hypothetical protein

7691 IB_ST_20_FO1 4881.t00006  thermostable carboxypeptidase 1, putative
3413 CTG_2383 4911.t00014 enolase, putative

1405 CTG_3391 4940.t00004 fructose-bisphosphate aldolase,
5470 MG_24H 20 EO1 5360.t00006 UTP-glucose-1-phosphate

8256 Tc.01015 5669.t00003 hypothetical protein, conserved
7980 IB_MT_05_GO05 5884.t00002 hypothetical protein, conserved
2587 CTG_1550 6080.t00005 S-adenosylhomocysteine hydrolase,
4715 MG_24H_20_A07 6113.t00005 hypothetical protein, conserved
8531 Tc.01466 6177.t00004 signal peptidase type |, putative|serine
1886 CTG_2413 6836.t00005 hypothetical protein, conserved
5237 IB_MT_02_DO01 6854.t00008 60S ribosomal protein L17, putative
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ProbelD ProbeName Gene ID Gene
7519 MG_EP_10_B06a 6979.100011 peptidase T, putative|laminotripeptidase,
7519 MG_EP_10 B0O6a  6979.t00011 peptidase T, putative
9838 Tc.01991 6986.t00019 hypothetical protein, conserved
12206 Tc.03844 7006.t00003 myo-inositol-1 phosphatase, putative
9590 Tc.02043 7007.t00001 dolichyl-phosphate beta-D-
5929 MG_24H_12 EO02 7098.t00028 methylthioadenosine phosphorylase,
6511 MG_EP_04_C01 7118.t00034 hypothetical protein, conserved
1887 CTG_272 7148.t00006 glyceraldehyde 3-phosphate
2078 CTG_1441 7149.t00016  S-adenosylmethionine synthetase, putative
7022 IB_ST_17_F04 7265.t00003 arginine kinase
5391 IB_EP_11_ HO06 7508.t00002 glutamate dehydrogenase, putative
7705 MG_EP_06_FO08 7515.t00005 flagellar calcium-binding protein, putative
1828 CTG_167 7617.100056 hypothetical protein, conserved
5930 MG_EP_02_G05 7753.t00025 hypothetical protein, conserved
2133 CTG_2267 7782.t00009 hypothetical protein, conserved
7275 MG_EP_09 B11 7832.t00016 hypothetical protein, conserved
8363 Tc.04148 7882.100008 hypothetical protein, conserved
4073 MG_24H_02_F02 7885.t00004 hypothetical protein, conserved

65 CTG_1787 7939.t00002 hexokinase, putative
9808 Tc.01632 7972.t00008 hypothetical protein, conserved
3 CTG_1213 7984.t00006 glyceraldehyde 3-phosphate

1295 CTG_1298 8070.t00009 trypanothione synthetase, putative
7440 IB_MT_09_HO08 8158.t00013 HSP85
10150 Tc.03197 8179.t00006 hypothetical protein, conserved
2419 CTG_3100 8304.t00012 D-isomer specific 2-hydroxyacid
1672 CTG_3634 8319.t00003 hypothetical protein, conserved
4873 MG_EP_05_B06 8347.t00008 peptidase M20/M25/M40, putative
6754 MG_24H_18 CO08 8434.t00003 actin, putative
6679 IB_ST_20_EO1 8557.t00003 hypothetical protein, conserved
9833 Tc.01822 8578.t00003 DnaJ protein
2763 CTG_642 8621.t00016 HSP70
7959 IB_ST_17_B09 8690.t00004 phosphoglycerate kinase, putative
9116 Tc.03493 8717.100019 GPI transaminidase component Ttal,
7236 IB_EP_16_D05 8739.t00011 heat shock protein DnaJ, putative
2799 MG_24H_07_HO05 8754.t00004 hypothetical protein, conserved
5641 MG_EP_06_D05 8765.t00018 dynein, putative
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Anexo 34. Lista de genes selecionados a partir do critério E3

estabelecido para os resultados das andlises de microarranjo de DNA. Em

preto 0os genes com carater aumentados em relacdo a comparacdo dos

distintos estresses com as formas epimastigotas em final de fase logaritmica de

crescimento. Em vermelho os genes diminuido mediante a mesma comparacao

citada acima.
ProbelD ProbeName Gene ID Gene
3538 CTG_613 10960.t00001 thiolase protein-like protein, putative
590 CTG_228 4667.t00004 ATPase alpha subunit, putative
5988 MG_ST_05_D10 4763.t00015 hypothetical protein, conserved
7467 MG_ST_15 E12 5408.t00002 hypothetical protein, conserved
8499 Tc.00797 5414.t00009 hypothetical protein, conserved
3268 CTG_802 5491.t00001 amino acid transporter, putative
5716 MG_ST_05_HO07 5631.t00001 syntaxin, putative
11081 Tc.01050 5738.t00006 hypothetical protein, conserved
9657 Tc.03759 6532.t00013 sugar tranporter, putative
1727 CTG_4489 6721.t00001 glutamate dehydrogenase, putative
1962 CTG_4257 6969.t00008 DNA topoisomerase IA, putative
1162 CTG_3462 6986.t00043 alanine aminotransferase, putative
2658 CTG_2912 7031.t00008  hydroxymethylglutaryl-CoA lyase, putative
11954 Tc.03886 7143.t00001 hypothetical protein
3273 CTG_576 7180.t00003 HSP70, mitochondrial precursor
1895 CTG_3172 7368.t00003 hypothetical protein, conserved
1639 CTG_3185 7431.t00002 succinyl-CoA ligase [GDP-forming] beta-
3174 CTG_3059 7638.t00018 hypothetical protein, conserved
6934 MG_ST_08_GO07 7767.t00001 NADH-dependent fumarate reductase,
3499 CTG_4492 7813.t00004 nucleoside transporter 1, putative
2855 CTG_1545 7887.t00004 acyl-CoA dehydrogenase, putative
3797 CTG_55 7980.t00007 p22 protein precursor, putative
9775 Tc.00103 8001.t00005 hypothetical protein
5740 IB_MT_04_H02 8073.t00018 aldose 1-epimerase-like protein, putative
4445 MG_24H_16 B12 8149.t00002 peptidyl-prolyl cis-trans
5911 IB_ST_17_BO7 8178.t00003 hypothetical protein, conserved
2923 CTG_3073 8306.t00005 hypothetical protein, conserved
1615 CTG_2733 8370.t00029 hypothetical protein, conserved
3641 CTG_1856 8445.t00004  ATP synthase, alpha chain, mitochondrial
4662 MG_EP_03_C09 8609.t00009 glycerol-3-phosphate dehydrogenase,
574 CTG_180 8726.t00013 folate/pteridine transporter, putative
2539 MG_24H_08 EO02 8791.t00006 mitochondrial DEAD box protein, putative
2539 MG_24H_08 EO02 8791.t00006 mitochondrial DEAD box protein, putative
1256 MG_24H_11 HO4 8822.t00004 hypothetical protein, conserved
9112 Tc.03491 1689.t00001 hypothetical protein
663 CTG_391 4705.t00003 hypothetical protein
543 CTG_1551 4777.t00001 hypothetical protein, conserved
5430 MG_EP_04_C10 4821.t00008 phosphatidyltransferase, putative
7691 IB_ST_20_FO01 4881.t00006  thermostable carboxypeptidase 1, putative
3413 CTG_2383 4911.t00014 enolase, putative
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ProbelD ProbeName Gene ID Gene
1405 CTG_3391 4940.t00004 fructose-bisphosphate aldolase,
5470 MG_24H_20_EO1 5360.t00006 UTP-glucose-1-phosphate
11587 Tc.00828 5439.t00003 C-14 sterol reductase, putative
2170 CTG_3353 5577.t00002 methylthioadenosine phosphorylase,
1408 CTG_3644 5609.t00008 hypothetical protein, conserved
8512 Tc.00969 5618.t00001  ATP-dependent Clp protease subunit, heat
8256 Tc.01015 5669.t00003 hypothetical protein, conserved
9805 Tc.01112 5790.t00006 mitochondrial RNA binding protein 1,
1754 MG_24H_05_B07 5824.t00004 hypothetical protein, conserved
7980 IB_MT_05_GO05 5884.t00002 hypothetical protein, conserved
2587 CTG_1550 6080.t00005 S-adenosylhomocysteine hydrolase,
4715 MG_24H_20_A07 6113.t00005 hypothetical protein, conserved
7447 IB_EP_12 B09 6169.t00004 dynein light chain, putative
8531 Tc.01466 6177.t00004 signal peptidase type I, putative|serine
4444 MG_ST_06_EO6a  6380.t00026 hypothetical protein, conserved
2570 CTG_1061 6823.t00002 hypothetical protein, conserved
1886 CTG_2413 6836.t00005 hypothetical protein, conserved
5237 IB_MT_02_D01 6854.t00008 60S ribosomal protein L17, putative
7519 MG_EP_10_B06a 6979.t00011 peptidase T, putative|laminotripeptidase,
7519 MG_EP_10_B06a  6979.t00011 peptidase T, putative
9838 Tc.01991 6986.t00019 hypothetical protein, conserved
12206 Tc.03844 7006.t00003 myo-inositol-1 phosphatase, putative
9590 Tc.02043 7007.t00001 dolichyl-phosphate beta-D-
5929 MG_24H_12_EO02 7098.t00028 methylthioadenosine phosphorylase,
6511 MG_EP_04_C01 7118.t00034 hypothetical protein, conserved
1887 CTG_272 7148.t00006 glyceraldehyde 3-phosphate
2078 CTG_1441 7149.t00016  S-adenosylmethionine synthetase, putative
7022 IB_ST_17 _F04 7265.t00003 arginine kinase
2171 CTG_3504 7452.t00003 hypothetical protein, conserved
5391 IB_EP_11 HO06 7508.t00002 glutamate dehydrogenase, putative
7706 MG_ST_10_C06 7515.t00005 flagellar calcium-binding protein, putative
1828 CTG_167 7617.t00056 hypothetical protein, conserved
8757 Tc.00410 7617.t00075 hypothetical protein, conserved
2852 CTG_1587 7622.t00009  eukaryotic translation initiation factor 3 (elF-
7210 MG_EP_04_H05 7626.t00010 ubiquitin activating enzyme, putative
6015 MG_24H_18 H02 7633.t00006 UDP-Gal or UDP-GIcNAc-dependent
8064 IB_MT_02_C06 7667.t00001 condensin subunit 1, putative
2321 CTG_1032 7696.t00009  T-complex protein 1, beta subunit, putative
11691 Tc.04116 7744.t00035 hypothetical protein, conserved
5930 MG_EP_02_G05 7753.t00025 hypothetical protein, conserved
2133 CTG_2267 7782.t00009 hypothetical protein, conserved
8252 Tc.01012 7811.t00014 hypothetical protein, conserved
7275 MG_EP_09_B11 7832.t00016 hypothetical protein, conserved
8363 Tc.04148 7882.t00008 hypothetical protein, conserved
4073 MG_24H_02_F02 7885.t00004 hypothetical protein, conserved
65 CTG_1787 7939.t00002 hexokinase, putative
9808 Tc.01632 7972.t00008 hypothetical protein, conserved
3 CTG_1213 7984.t00006 glyceraldehyde 3-phosphate
7172 IB_EP_16_H12 8038.t00012 peptidase M20/M25/M40, putative
1295 CTG_1298 8070.t00009 trypanothione synthetase, putative
2861 CTG_1370 8158.t00013 HSP85
747 MG_24H_07_H02 8165.t00017 hypothetical protein, conserved
10150 Tc.03197 8179.t00006 hypothetical protein, conserved
2419 CTG_3100 8304.t00012 D-isomer specific 2-hydroxyacid
1672 CTG_3634 8319.t00003 hypothetical protein, conserved
4873 MG_EP_05_B06 8347.t00008 peptidase M20/M25/M40, putative
463 CTG_657 8434.t00003 actin, putative
6679 IB_ST_20_EO1 8557.t00003 hypothetical protein, conserved
9833 Tc.01822 8578.t00003 DnaJ protein
4044 CTG_773 8621.t00016 HSP70
6954 MG_EP_02_D11 8648.t00010 glycosomal malate dehydrogenase,
7959 IB_ST_17_B09 8690.t00004 phosphoglycerate kinase, putative
9116 Tc.03493 8717.t00019 GPI transaminidase component Ttal,
7236 IB_EP_16_D05 8739.t00011 heat shock protein DnaJ, putative
2799 MG_24H_07_HO5  8754.t00004 hypothetical protein, conserved
5641 MG_EP_06_DO05 8765.t00018 dynein, putative
5957 MG ST 16 H12 8824.t00005 lysophospholipase, putative
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