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RESUMO

O Trypanosoma rangeli ¢ um parasito hemoflagelado amplamente
distribuido nas Américas onde ocorre em simpatria com o Trypanosoma
cruzi, o agente etioldgico da doenca de Chagas. Apesar da ampla
distribui¢do geogréfica e da diversidade de hospedeiros invertebrados e
mamiferos, incluindo seres humanos, as informagdes a respeito do ciclo
biolégico do T. rangeli nestes hospedeiros sdo ainda controversas. Ainda
que o genoma do 7. rangeli esteja em fase de publicacdo, sdo raras as
abordagens protedmicas no estudo dos sistemas bioldgicos, permitindo o
estudo de proteinas isoladas a partir da andlise do proteoma total. Desta
forma, a demanda por estudos de protedmica objetivando abordar o
complexo e desconhecido ciclo de vida deste parasita nos levou a avaliar
neste estudo o perfil de proteinas de T. rangeli durante o processo de
diferenciacdo celular in vitro e selecionar algumas proteinas de interesse
para uma andlise molecular inicial. Extratos de proteinas soliveis foram
obtidos durante o processo de diferenciacdo celular in vitro de formas
epimastigotas a tripomastigotas. Trés estratégias protedmicas foram
utilizadas e um total de 1.455 proteinas ndo redundantes de 7. rangeli
foram identificadas, das quais quatro foram exclusivamente
identificadas por eletroforese 2DE, 724 por eletroforese 1DE e 41
através uma abordagem sem o uso de gel. Entre essas proteinas, foram
selecionadas 13 para dar continuidade ao estudo e, destas, quatro
apresentaram regulacdo na expressdo durante o periodo de diferenciagio
celular e podem se tornar marcadores importantes que irdo auxiliar a
entender a biologia de T. rangeli e os mecanismos moleculares durante o
processo de diferenciagfo.

Palavras-chave: Trypanosoma rangeli; Protedmica; diferenciacdo
celular.






ABSTRACT

Trypanosoma rangeli is a hemoflagelate parasite occurring in sympatry
with Trypanosoma cruzi, agent of Chagas disease, in a wide area in
Central and South America. Despite this sympatric distribution and the
diversity of invertebrate and mammalian hosts, including humans,
information about the biological cycle of T. rangeli on these hosts is still
scarce and controversial. The T. rangeli genome has been sequenced and
is about to be published by our group but little proteomic data is so far
available to address the complex and unknown life cycle this parasite.
Thus, the aim of this study was to evaluate the protein profile of T.
rangeli during the in vitro cellular differentiation and select some
proteins of interest for an initial molecular analysis. Soluble protein
extracts were obtained from parasites during the in vitro differentiation
process of epimastigotes forms to trypomastigotes. Three proteomic
approaches were used and a total of 1,455 non-redundant 7. rangeli
proteins were identified. Among these, four were identified exclusively
by 2DE electrophoresis, 724 by 1DE gel based and 41 proteins via a gel-
free approach. Several proteins revealing variation on their expression
profiles were selected to continue this study, among which, four showed
regulation of expression during cell differentiation and may become
important stage-specific proteins that could help to understand 7. rangeli
biology and the molecular mechanisms during the differentiation
process.

Keywords: Trypanosoma rangeli; Proteome; cell differentiation
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Trypanosoma rangeli

O Trypanosoma rangeli, descrito por Tejera em 1920, pertence a
Ordem Kinetoplastida e a Familia Trypanosomatidae
(D’ALESSANDRO, 1976). A Ordem Kinetoplastida compreende
organismos flagelados possuidores de uma regido -caracteristica,
denominada de cinetoplasto, localizada na sua dnica mitocondria. Este
cinetoplasto conttm o DNA mitocondrial (kDNA), o qual estd
organizado em moléculas circulares denominadas de maxi e
minicirculos. Além disto, apresentam uma organela citoplasmadtica
diferenciada e similar ao peroxissomo, denominada glicossomo, a qual
possui enzimas envolvidas na via glicolitica e no metabolismo de
carboidratos (D’ALESSANDRO, SARAVIA, 1992, MICHELS,
HANNAERT, BRINGAUD, 2000).

Em tripanosomatideos, os minicirculos de kDNA apresentam o
mesmo numero de regides conservadas em diferentes cepas da mesma
espécie. Como uma excecdo da organizagdo de kDNA, o T. rangeli
possui variagdo no tamanho dos minicirculos (1,6 e 1,8 kb) (VALLEJO
et al., 1994) e no nimero de regides génicas conservadas, podendo
apresentar uma (KP1), duas (KP2) ou quatro (KP3) regides conservadas
(RECINOS, KIRCHHOFF, DONELSON, 1994, VALLEJO et al., 1994,
VALLEJO et al., 2002) (Figura 1).

| | |
\Km) | _/KP2 w

Figura 1: Representacdo das regides conservadas nos minicirculos de
Trypanosoma rangeli caracterizando KP1, KP2 e KP3. Fonte: Adaptado de
Vallejo et al. (2002).

Com base na presenca ou na auséncia dos minicirculos do tipo
KP1, foi possivel distinguir duas linhagens de T. rangeli: uma com a
presenca do minicirculo do tipo KP1 (KP1+) e outra sem este
minicirculo (KP1-) (Tabela 1). A primeira é encontrada na América
Central, Colombia e Venezuela e a segunda com uma distribui¢do ainda
ndo bem estabelecida, sendo encontrada tanto no sul do Brasil quanto na
Colombia (VALLEJO et al., 2002). Maia da Silva et al. (2004, 2007)

utilizaram como marcadores os genes do miniexon ou sequéncia lider
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(spliced leader, SL) e 18S rDNA e classificaram as cepas de T. rangeli
em quatro grupos genéticos principais sendo denominados A, B, C e D.
Uma andlise posterior incluindo cepas do parasito isoladas de morcegos
determinaram a existéncia de um novo genétipo, o qual foi denominado
grupo E (MAIA DA SILVA et al., 2009).

Tabela 1: Tabela comparativa da distribuicdo geografica dos grupos KP1 (+) /
KP1 (-) e A — E de Trypanosoma rangeli. Fonte: tabela original do Dr. Gustavo
Vallejo.

Marcador
kD,NA G?n.otipagem Distribuicao
(Vallejo et al., ' (mlm?xonIISS) geogrifica
2002) (Maia Da Silva et al. 2004,
2007, 2009)
KP1 (+) A América Central,
Venezuela, Colombia
e Brasil
B Brasil
KP1 (-) C América Central,
Colombia, Peru
D Sul do Brasil
E Centro do Brasil

O T. rangeli é capaz de infectar mamiferos selvagens e
domésticos. Sua distribui¢do geografica é sobreposta a do Trypanosoma
cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas (Figura 2), com o qual
compartilha os mesmos reservatrios e vetores. As implicagdes
epidemioldgicas da simpatria destes dois parasitos estdo na ocorréncia
de infecgdes tnicas ou mistas, tanto nos hospedeiros invertebrados como
nos mamiferos (D’ALESSANDRO, 1976, BRENER, 1992, GRISARD
et al., 1999, GRISARD, STEINDEL, 2005).

O T. rangeli ndo apresenta especificidade de hospedeiros, sendo
encontrado em uma extensa variedade de reservatérios mamiferos
correspondentes as Ordens Edentata, Marsupialia, Carnivora, Rodentia e
Primata (D'ALESSANDRO, SARAVIA, 1999). Experimentalmente,
diferentes espécies, que incluem ratos, camundongos, hamsters, coelhos,
cdes, morcegos e primatas tém sido infectadas com o 7. rangeli,
comprovando sua possivel amplitude de hospedeiros (GUHL,
VALLEJO, 2003). Em relacdo ao hospedeiro invertebrado, o género
Rhodnius € particularmente suscetivel a infeccdo pelo 7. rangeli e a
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transmissdo via inoculativa ja foi demonstrada para 12 espécies deste
género. Além disso, Panstrongylus megistus, Triatoma infestans,
Triatoma sordida, Triatoma braziliensis e Triatoma vitticeps também
foram descritos como susceptiveis a infec¢do experimental por T.
rangeli (DE STEFANI MARQUEZ et al., 20006).

2.000 km

. Doenga de Chagas
@ Registro de T. rangeli

Figura 2: Distribuicao geogréfica nas Américas Central e do Sul da doenga de
Chagas humana (regido sombreada) e registros de ocorréncia do Trypanosoma
rangeli (o). Fonte: (GRISARD, STEINDEL, 2005)

Apesar de ndo ser considerado patogénico para o homem, o 7.
rangeli é capaz de infecta-lo e de induzir uma resposta imune humoral
com elevados titulos de anticorpos, os quais determinam uma elevada
reatividade cruzada com o 7. cruzi. Esta reatividade cruzada pode ser
devida ao compartilhamento, por formas epimastigotas, de cerca de 60%
da constituicdo antigénica solivel, o que deve incorrer em diagndsticos
falso-positivos da doenca de Chagas, especialmente em sua fase cronica.
Desta forma, além de possuir uma biologia intrigante e pouco
conhecida, este parasito € de considerdvel interesse médico e de extrema
importincia em estudos epidemioldgicos da doenca de Chagas
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(AFCHAIN et al.,, 1979, SCHOTTELIUS, 1987, GRISARD et al.,
1999).

Embora diferentes técnicas laboratoriais sejam empregadas
atualmente para o diagndstico da doenca de Chagas, incluindo métodos
parasitoldgicos diretos e/ou indiretos, somente poucos métodos ou
técnicas especializadas podem inequivocamente diferenciar 7. cruzi de
T. rangeli, ndo estando estas disponiveis para o diagndstico de rotina
(STEINDEL et al., 1994, GRISARD, CAMPBELL, ROMANHA, 1999,
VALLEJO et al., 2002, SUAREZ, CUERVO, PUERTA, 2007).

O T. rangeli apresenta duas formas bioldgicas bem definidas no
seu ciclo de vida (Figura 3): a forma epimastigota proliferativa com 45 a
56 pum de comprimento, incluindo o flagelo livre, e a forma
tripomastigota infectiva, a qual € delgada e possui comprimento de 26 a
35 um (CUBA CUBA, 1998).

A B

Figura 3: Microfotografia de formas epimastigota (A) e tripomastigota (B) de
Trypanosoma rangeli, coradas por Giemsa. As barras representam 10 pm.
Fonte: Liickemeyer (2012).

A capacidade das formas epimastigotas em evadir do trato
digestivo médio dos triatomineos para a hemocele € a principal
caracteristica bioldgica do ciclo deste parasito em seus hospedeiros
invertebrados. Uma vez na hemolinfa, o parasito se multiplica
intensamente de forma livre, migrando posteriormente as glandulas
salivares do vetor, onde adere a superficie, penetra e é observado
posteriormente na luz da glandula (MEIRELLES et al., 2005). No limen
glandular ocorre a diferenciacio dos parasitos em formas
tripomastigotas metaciclicas, que sdo as formas infectivas para os
hospedeiros mamiferos (D’ALESSANDRO, 1976). Desta forma, o T.
rangeli € primariamente transmitido aos hospedeiros mamiferos através
da picada de triatomineos infectados, ou seja, por via inoculativa (Figura
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4). De forma distinta, o 7. cruzi ndo tem a capacidade de invadir a
hemocele do inseto, sendo que as formas epimastigotas multiplicam-se
no interior do intestino do triatomineo e diferenciam-se em formas
tripomastigotas metaciclicas na ampola retal do mesmo. Estas formas
infectivas sdo liberadas com as fezes durante o repasto sanguineo sendo,
portanto, uma infec¢io contaminativa (DE SOUZA, 2002).

Figura 4: Representacdo esquemdtica do ciclo bioldgico do Trypanosoma
rangeli no hospedeiro invertebrado. A infec¢do do triatomineo ocorre pela
ingestdo de formas tripomastigotas sanguineas durante o repasto (A), sendo as
formas tripomastigotas e epimastigotas predominantes no intestino médio (B).
Formas epimastigotas curtas se dividem no intestino médio e podem invadir a
hemocele (C), onde dividem-se de forma livre como epimastigotas longos.
Alguns parasitos podem invadir hemdcitos (D), sendo desconhecida a
capacidade de multiplica¢@o no interior desta célula. As formas epimastigotas
longas aderem e penetram na glandula salivar (E) diferenciando-se em seu
interior em tripomastigotas metaciclicos (F) infectantes que s@o inoculados com
a saliva durante o repasto sanguineo. Fonte: Stoco et al. (2014).

Ao contrario do que ocorre no hospedeiro invertebrado, pouco
se sabe a respeito do curso da infeccdo do T. rangeli no hospedeiro
mamifero, no qual este parasito apresenta parasitemias sanguineas
normalmente muito baixas e de curta duracdo (D’ALESSANDRO,
SARAVIA, 1992, D'ALESSANDRO, SARAVIA, 1999).

Na busca pela compreensdo de pontos controversos € intrigantes
do ciclo evolutivo do T. rangeli, estudos tém sido desenvolvidos e
avangos significativos foram alcangados na tentativa de simular as
condi¢des naturais que podem levar o parasito a se diferenciar,
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possibilitando o estudo das alteracdes a que estes organismos sio
submetidos durante o processo de diferenciacdo, sobretudo para as
formas infectivas. Além da possibilidade de cultivo de formas
epimastigotas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose), atualmente é
possivel obter formas tripomastigotas infectivas de 7. rangeli através de
um processo de diferenciacdo in vitro que mimetiza o processo que
ocorre no inseto vetor, denominado metaciclogénese (KOERICH et al.,
2002). Desta forma, a possibilidade de obten¢do de grandes quantidades
das distintas formas deste parasito in vitro permite o desenvolvimento de
estudos sobre a biologia deste organismo.

Além de estudos bioldgicos a respeito do ciclo evolutivo do T.
rangeli, varios estudos envolvendo a caracterizag¢do antigénica, genética
e bioquimica t€m sido realizados. Estudos de gendmica, transcritdmica
ou protedmica comparativa de diferentes populacdes de T. cruzi e T.
rangeli t€m auxiliado na identifica¢do e caracterizacido de proteinas que
estdo envolvidas em pontos-chave do ciclo celular, assim como na
inducdo da resposta imune do hospedeiro, contribuindo diretamente na
especificidade do diagndstico da doenca de Chagas bem como no
estabelecimento da posicao taxondmica do 7. rangeli (STEVENS et al.,
1999, WAGNER et al., 2013).

Comparagdes dos perfis proteicos totais de formas
epimastigotas e tripomastigotas de 7. rangeli e T. cruzi apontaram uma
expressdo génica diferencial durante o ciclo de vida destes parasitos,
incluindo algumas proteinas espécie-especificas (MEJIA et al., 2004).
Este fato também pode ser observado a partir da utilizacdo de diferentes
cepas ¢ formas do T. rangeli e T. cruzi, durante a avaliagdo da
reatividade contra soros de pacientes chagdsicos que apresentavam
distintas formas clinicas da doenca (DE MORAES et al., 2008).

Neste sentido, estudos que detalham o processo de diferenciacdo
celular do T. rangeli, que envolve a transformacdo de formas
replicativas e nao infectivas (epimastigotas) para formas nao replicativas
e infectivas (tripomastigotas), permitirdo revelar aspectos da regulacio
da expressdo génica do T. rangeli. Além disso, o uso concomitante de
uma abordagem gendmica e protedmica possibilitard indmeros estudos
comparativos com as demais espécies patogénicas filogeneticamente
relacionadas.

Proteoma

Nas ultimas décadas, pdde-se observar um grande avangco na
area de biologia molecular, com a obtencdo de uma vasta gama de dados
através dos diversos projetos de sequenciamento gendomico (WILKINS
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et al., 1995). Em seguida surgiram, no periodo conhecido como ‘“era
pos-gendmica”, metodologias como a eletroforese bidimensional,
ensaios cromatogrificos e técnicas baseadas em marcacdo com
anticorpos, associadas com técnicas, que permitem a identificacdo de
proteinas por espectrometria de massas, por exemplo. A este conjunto de
estudos que objetivam descrever e entender a funcdo das proteinas
dentro de um dado sistema bioldgico, através da determinacdo de
estrutura, modificacdes pds-traducionais, localizac¢do celular, interagdo
com outras moléculas e expressdo relativa, deu-se o nome de protedmica
(PANDEY, MANN, 2000, LABAER, 2002).

O termo “proteoma” foi introduzido em 1995 para descrever
todas as protefnas que sdo expressas por um genoma (WILKINS et al.,
1996, ANDERSON, MATHESON, STEINER, 2000). Proteoma nio é,
portanto, uma técnica, mas um conceito que envolve dezenas de técnicas
e metodologias distintas e complementares (LABAER, 2002). Estudar
proteinas envolve dificuldades que ndo estdo presentes no estudo dos
acidos nucleicos, uma vez que a diversidade de sequéncias e estruturas
proteicas € bem maior. Esta diversidade faz com que as proteinas sejam
fisico-quimicamente muito distintas, devendo haver uma adequagdo
técnica para o estudo de cada classe, o que dificulta a automatizagdo e a
realizacdo de estudos em grande escala. Além disso, a sequéncia
primdria de uma proteina pouco informa sobre a localizagdo celular ou
modificacdes pods-traducionais (WASHBURN, ULASZEK, YATES,
2003). Sendo assim, a protedmica fundamenta-se em principios
bioquimicos, biofisicos e de bioinformdtica para quantificar e identificar
as proteinas expressas, pois elas se alteram conforme o desenvolvimento
de um organismo assim como em resposta aos fatores do ambiente
(WILKINS et al., 1996, ANDERSON, ANDERSON, 1998).

H4 uma forte e sinergistica correlacdo entre os estudos
protedmicos e gendmicos uma vez que ambas as dreas de estudo
investigam a organizac¢do celular em nivel complementar, proteinas e
genes, e cada drea fornece informagdes que aumentam a eficiéncia da
outra (PANDEY, MANN, 2000). Atualmente observa-se o aumento de
estudos relacionados a protedmica no que se refere a triponosomatideos.
Em 05 de junho de 2011, ao realizar uma busca na base de dados
Pubmed (www.pubmed.com) utilizando como palavras-chave
“proteomic” e “Trypanosoma” foram encontrados 53 trabalhos
cientificos relacionados. Ao repetir a mesma andlise em 16 de maio de
2014, o numero de artigos aumentou cerca de quatro vezes (221 artigos).
Desta forma, observa-se que andlises protedmicas vem sendo
empregadas na caracterizacdo de proteinas de diversas espécies de
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tripanosomatideos (NUGENT et al., 2004, PARODI-TALICE et al.,
2004, ATWOOQOD et al., 2005, LUU et al., 2006, CUERVO et al., 2007),
de diferentes estruturas (QUEIROZ et al., 2014, SUBOTA et al., 2014),
na andlise de expressdo diferencial de proteinas entre estigios de vida de
parasitas (KRIEGER et al., 1999, COLASANTE et al., 2006, CUERVO
et al.,, 2007, PARODI-TALICE et al., 2007, DE GODOY et al., 2012),
reguladas em diferentes eventos durante o ciclo biolégico (ERBEN et
al., 2014), como alternativa para diagnéstico (DE MORAES et al., 2008,
WAGNER et al., 2013, FLEMING et al., 2014), ou para identificacio de
expressdo diferencial pelo tratamento com diferentes farmacos
(ANDRADE et al., 2008, SANTAMARIA et al., 2014).

Regulacao génica em tripanosomatideos

Para todas as células, a regulagdo da expressdo génica é um
mecanismo fundamental para o desenvolvimento, homeostase e
adaptacdo ao meio ao qual se encontram. Em eucariotos, cada passo do
processo de expressdo génica estd sujeito a uma regulacdo dindmica,
incluindo mudancas na cromatina, transcricio do DNA em RNA,
processamento do transcrito, transporte para o citoplasma e traducdo do
RNA mensageiro (mRNA) em proteina (GOMEZ et al., 2010). Nestes
organismos, éxons e introns alternam-se ao longo dos genes. O
fendmeno de transcri¢do €, na maioria dos casos, regulado por uma
sequéncia promotora a montante da regido codificadora. Ao transcrito
primdrio, em sua extremidade 5°, € adicionado um residuo metil-
guanosina-trifosfato (cap) e, em sua extremidade 3’, uma cauda poli-
adenilada (poli-A). Por cis-splicing, sdo removidos os introns deste
transcrito e os éxons sdo ligados formando os mRNA maduros
(PROUDFOOT, FURGER, DYE, 2002).

Os tripanosomatideos, como Trypanosoma brucei, T. cruzi e
Leishmania spp., apresentam diferencas com relagdo a esse perfil,
possuindo mecanismos genéticos peculiares. A primeira delas é a
organizacdo dos genes codificadores de proteinas em unidades
policistronicas, ou seja, 0s genes sdo organizados em conjuntos, mas niao
codificam proteinas com funcdes relacionadas entre si, portanto, ndo
funcionando como os operons nos procariotos (MARTINEZ-
CALVILLO et al.,, 2010). Adicionalmente, o processamento dos
transcritos é feito por trams-splicing que form os pré-mRNA e em
seguida, pela a edicdo do RNA sdo formados os mRNA maduros. Os
mRNA maduros dos tripanosomatideos apresentam, na extremidade 5°,
uma sequéncia extremamente conservada de 39 nucleotideos
denominada sequéncia lider (spliced leader, SL) ou mini-exon. A SL é
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derivada de um RNA de aproximadamente 110 nucleotideos codificado
por genes localizados em um ou dois cromossomos, dependendo da cepa
em questdo. O RNA da SL € clivado e uma porc¢io de 39 nucleotideos
resultante € transferida para a regido 5’do mRNA nascente (Figura 5A).
A regido 5’ do pré-mRNA € clivada em um sitio especifico e substituida
pela SL (Figura 5B). Como os RNAs mensageiros e o RNA do SL sdo
codificados por genes situados em diferentes sitios do genoma, o
processo € denominado de trans-splicing (LANDFEAR, 2003,
ARAUIJO, TEIXEIRA, 2011).
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Figura 5: A transcri¢do do gene da sequéncia lider (SL) gera um SL RNA e por
trans-splicing os 39 nucleotideos da SL se unem aos transcritos primarios
policistronicos originando mRNAs individuais. (A) Cada gene SL, arranjados
em sequéncias repetitivas, € transcrito pela RNA Polimerase II a partir de um
promotor localizado a montante do gene e recebe de forma co-transcricional o
cap na por¢do 5’. (B) O SL RNA resultante é entdo combinado aos sitios de
splicing (tridngulos) localizados no RNA policistronico para gerar a por¢do 5’de
cada mRNA, e a por¢do final 3’ do mRNA ¢ poliadenilada em um passo que
provavelmente € associado com o trans-splicing dando origem ao mRNA
maduro. Adaptado de Landfear (2003).
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A funcdo da SL ainda ndo é completamente conhecida. No
entanto, hd evidéncias de que a SL confere a estabilidade ao mRNA,
impedindo a sua degradag@o, e auxilia também na interacio do mRNA
maduro com os ribossomos. Transcritos que ndo apresentam SL perdem
a sua estabilidade e ndo sdo traduzidos. Como ocorre nos eucariotos
superiores, os mMRNA dos tripanosomas apresentam a sua extremidade
3’ uma cauda composta por cerca de 30 residuos de adenina (cauda poli-
A). Porém, ao contrdrio dos eucariontes superiores, os mRNA dos
tripanosomatideos ndo apresentam uma sequéncia consensual para a
adic@o de residuos de adenina. Sabe-se que a adi¢do de SL e da cauda



40

poli-A ocorre durante a transcricido do mRNA mas ainda existe certa
controvérsia com relagdo a hierarquia desses eventos (GUNZL et al.,
1997, LANDFEAR, 2003, MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010).

Nestes parasitas, de modo geral, a RNA polimerase I transcreve
os genes ribossomais € a RNA polimerase III transcreve moléculas de
RNA nuclear. Os genes do SL sao transcritos pela RNA polimerase II, a
qual também transcreve os mRNA. Contudo, as polimerases e o0s
promotores associados a transcricdo dos genes que codificam proteinas
ainda ndo foram completamente identificados (GILINGER,
BELLOFATTO, 2001, LANDFEAR, 2003).

O fato de que genes presentes na mesma unidade policistronica
apresentam niveis de mRNA processado distintos reforca a ideia de que
a regulacdo seja ao nivel pods-transcricional. Estas caracteristicas
especificas dos tripanosomatideos juntamente com a relevincia médica
os tornam um bom modelo para estudo visando a melhor compreensao
de sua biologia, como, por exemplo, os mecanismos de controle
transcricionais e pOs-transcricionais. Em 7. cruzi, as formas
epimastigotas e amastigotas, quando iniciam o processo de diferenciacdo
para as formas ndo replicativas e infectivas, apresentam uma grande
diminuicdo na atividade das RNA polimerase I e II, porém a redugdo no
nivel de transcri¢do é geral e ndo gene-dependente (ELIAS et al., 2001).
Deste modo, é possivel observar que a expressdo de alguns genes pode
manter-se constante ou aumentar, mesmo com a reducio da quantidade
dos seus transcritos (ABUIN et al., 1999, RECINOS, KIRCHHOFF,
DONELSON, 2001). Também € possivel observar proteinas de
expressdo transiente nas formas em diferenciacio (CONTRERAS et al.,
1985).

Considerando-se a existéncia de um grande ndmero de
chagdsicos nas Américas (destes, 30-40% estdo em territdrio brasileiro),
a comprovada sobreposicdo geografica, a ocorréncia de infeccdes tnicas
ou mistas, a reatividade sorolégica cruzada entre o 7. cruzi e o T. rangeli
(GRISARD, CAMPBELL, ROMANHA, 1999) ¢ a escassez de dados a
respeito da biologia e, em especial, do proteoma do 7. rangeli, o estudo
de proteinas envolvidas no processo de diferencia¢do celular reveste-se
de grande importincia. Seus resultados poderdo contribuir para o
esclarecimento da biologia deste parasito e para a compreensdo de
importantes aspectos de uma das principais doencgas parasitdrias que
afeta grande parte da populacio.

Desta forma, nossa hipétese de trabalho € que durante a indugéo
da diferenciacdo celular de T. rangeli, hd proteinas reguladas
diferencialmente (positivamente ou negativamente) que determinam a
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transformac@o da forma epimastigota (ndo-infectante) em tripomastigota
(infectante).
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OBJETIVO
Objetivo geral

Determinar o perfil proteico de extratos totais soliveis de
Trypanosoma rangeli durante o processo de diferenciacdo celular in
vitro, da forma epimastigota para tripomastigota, utilizando abordagens
protedmicas distintas, a fim de identificar proteinas-alvo para
acompanhamento do processo de diferenciagdo celular.

Objetivos especificos

Para melhor organizacdo dos resultados obtidos, os objetivos
especificos foram divididos em dois capitulos. O primeiro capitulo trata
da geracdo dos dados proteicos de 7. rangeli durante o processo de
diferenciacdo celular in vitro, bem como a selecdo de proteinas de
interesse para continuacdo dos estudos e o segundo capitulo relata os
resultados obtidos quanto a caracterizacdo molecular das proteinas
selecionadas com base nos resultados obtidos no primeiro capitulo.

Capitulo 1:

e Avaliacdo dos mapas proteicos de 7. rangeli durante do
processo de diferenciacdo celular in vitro de formas
epimastigotas a tripomastigotas;

e Selecionar proteinas de interesse expressas pelo 7. rangeli
durante o processo de diferenciacéo celular in vitro;

Capitulo 2:
e Avaliacdo intra- e interespecifica das sequéncias génicas
correspondentes as proteinas selecionadas;
e Avaliacdo da cinética dos niveis de transcritos destes genes e
dos niveis de expressdo das proteinas correspondentes durante o
processo de diferenciagdo celular in vitro do T. rangeli;
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Capitulo 1: Mapas proteicos de Trypanosoma rangeli durante do
processo de diferenciacdo celular de formas epimastigotas a

tripomastigotas in vitro
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1.1. INTRODUCAO

Neste trabalho apresentamos a andlise em grande escala do
repertério de proteinas soliveis das formas epimastigotas (TO),
intermedidrias (T2, T4 e T6) e tripomastigotas (T8) diferenciadas in
vitro da cepa Choachi de T. rangeli, bem como a primeira andlise
protedmica comparativa utilizando diferentes abordagens 1) eletroforese
bidimensional (2DE-MS/MS), 2) eletroforese unidimensional (GeLC-
MS/MS) e 3) proteinas em solucdo (LC-MS/MS), todas acopladas a
técnicas de identifica¢do por espectrometria de massas (MS).

Para o melhor entendimento, os resultados deste capitulo foram
separados em quatro se¢des. Na primeira se¢do serd apresentado o perfil
protedmico 2DE. A segunda se¢do, contém os resultados obtidos através
da andlise das proteinas dos fragmentos dos géis unidimensionais destes
parasitos. A terceira se¢do relata os resultados referentes a andlise
protedmica das proteinas em solucdo (gel-free). E por fim, a quarta
secdo, contempla a comparagcdo entre as trés diferentes abordagens
utilizadas.

1.2. MATERIAIS E METODOS
1.2.1. Parasitas

Foi utilizada a cepa Choachi (KP1+) de T. rangeli,
originalmente isolada de glandulas salivares de R. prolixus naturalmente
infectado capturado na Colombia (SCHOTTELIUS, 1987). Esta cepa foi
obtida junto ao criobanco do Laboratério de Protozoologia
(MIP/CCB/UFSC).

As formas epimastigotas de 7. rangeli foram cultivadas a 27 °C
através de repiques semanais em meio LIT, suplementado com 10 % de
SBF, 50 U/ml de penicilina e 50 pg/ml de estreptomicina (Cultilab,
Campinas).

1.2.2. Diferenciacio celular in vitro

Formas tripomastigotas de cultura de 7. rangeli foram obtidas
a partir de modifica¢des descritas por Stoco (2010) no protocolo descrito
por Koerich et al. (2002). Inicialmente, 12 x 10’ epimastigotas em fase
exponencial de crescimento em meio LIT foram lavados duas vezes com
PBS (pH 7,4) e transferidos para garrafas de cultura celular de 25 cm’
sem aeracdo contendo 15 ml de meio DMEM pH 8,0 (Sigma-Aldrich,
Saint Louis) suplementado com 1 g/l glicose, 5 mM L-glutamina e 5 %
SBF. O processo de diferenciacido foi acompanhado através da andlise
morfoldgica de 100 parasitos em lamina corada com Giemsa (Merck,
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Darmstadt). Os parasitos foram coletados a cada dois dias durante o
periodo da diferenciac@o celular e os tripomastigotas obtidos no 8° dia
de cultivo sendo coletados por centrifugacdo quando taxas maiores que
95% de tripomastigotas foram obtidas.

As amostras utilizadas neste estudos foram constituidas de
parasitos coletados no tempo 0 (TO — epimastigotas), segundo dia (T2),
quarto dia (T4), sexto dia (T6) e oitavo dia (T8 — tripomastigota) de
diferenciacdo celular. As amostras foram obtidas em tripicata bioldgica.

1.2.3. Eletroforese unidimensional (1DE)

Os extratos proteicos foram preparados a partir de culturas de T.
rangeli (~10° parasitos). Para tal, a cultura foi centrifugada a 2.500 x g
por 10 min a temperatura ambiente e lavada duas vezes em PBS (pH
7,4). Os parasitos foram lisados por sonicagdo em 40 mM Tris-HCI pH
7,4, em cinco ciclos de 30 s e 1 min de intervalo em gelo, utilizando
uma frequéncia de 40 H. O extrato total obtido contendo as proteinas
soldveis foi dosado por Bradford (BRADFORD, 1976). 30 ou 50 pg das
proteinas foram adicionadas de tampdo de amostra (20 % glicerol, 0,5 %
azul de bromofenol, 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; 4,4 % SDS, 2 % B-
mercaptoetanol). Depois de misturadas ao tampao, as amostras foram
submetidas a desnaturacdo a 95 °C por 5 min e resolvidas em géis SDS-
PAGE 12 %. A eletroforese foi realizada no sistema Mini-PROTEAN®
Tetra Cell (BioRad, Richmond), a 100 V durante 2 h. O gel foi corado
com azul de Coomassie R250 (0,25 %) durante 5 h, e a imagem do gel
foi digitalizada no Perfection 4990 Scanner® (Epson, Suwa).

Foram recortadas, com o auxilio de uma grade especifica que
corta simultaneamente até 26 fragmentos (1 mm x 3,5 mm) (Disposable
gridcutter, Gel Company, Sdo Franscisco), 25 fragmentos dos géis,
sendo estes processados e submetidos a identificacdo por espectrometria
de massas.

1.2.4. Eletroforese bidimensional (2DE)

Os extratos proteicos foram obtidos conforme descrito no item
1.2.2. Apés quantificacdo, 2 mg do extrato proteico foi precipitado com
1 ml de 4cido tricloroacético 20 % em acetona durante 16 h a -20 °C. As
amostras precipitadas foram centrifugadas por 12 min a 12.000 x g a 4
°C, e o sedimento lavado cinco vezes em acetona gelada (centrifugacdes
de 4 min, a 12.000 x g a 4 °C). As proteinas foram solubilizadas em 300
pl de tampao de solubilizagdo (7 M Ureia, 2 M Tioureia, 4 % CHAPS, 1
% ditiotreitol -DTT e 2 % de anfdlitos pH 3-10, GE Healthcare) durante
2 h a temperatura ambiente.
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Tiras lineares de gradiente de pH imobilizado (pH 3-10) de 13 cm
(GE Healthcare) foram reidratadas por 16 h com os 300 ul do extrato
solubilizado. Posteriormente, a focalizacdo isoelétrica (IEF) foi
realizada no aparelho IPGPhor 3 (GE Healthcare) com voltagem
mdxima de 10.000 V e 50 pA, acumulando-se um total de 50.000 V.

Ap6s a IEF, as tiras foram equilibradas por 20 min em tampao de
equilibrio I (30 % glicerol, 6 M ureia, 1 % DTT, 0,5 % azul de
bromofenol), seguido de outros 20 min em tampdo de equilibrio II
(solugdo de equilibrio I com o DTT substituido por 4 % de
iodacetamida). As tiras foram entdo aplicadas horizontalmente em gel
SDS-PAGE a 12 % e as proteinas separadas por eletroforese no sistema
SE 600 Ruby Standard Dual Cooled Vertical Unit® (GE Healthcare), a
15 V durante 16 h. Os géis foram corados com azul de Coomassie R-250
(0,25 %). Os géis foram digitalizados utilizando-se o Perfection 4990
Scanner® (Epson) e os spots detectados através do programa
ImageMaster™ 2DE Platinum v7.0 (GE Healthcare).

O spots proteicos que puderam ser individualizados com base em
sua intensidade e separag¢do foram recortadas dos géis e submetidas a
identificacdo por espectrometria de massas (MS). Esta etapa foi
realizada em colaboragdo com o Dr. Hércules Moura do Center for
Disease Control and Prevention (CDC/EUA) e com o Dr. Henrique B.
Ferreira da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os ensaios de
MS no CDC foram realizados pelo Dr. Glauber Wagner quando da
realizacdo de seu periodo sanduiche no CDC.

1.2.5. Digestao proteolitica das proteinas nos géis coletados

As proteinas detectadas nos experimentos 2DE e 1DE coradas
com azul de coomassie, denominados neste trabalho de spots proteicos
ou fragmentos de gel contendo proteinas, respectivamente, foram
coletadas e acondicionadas em microtubos estéreis a -20 °C até o
processamento para a andlise por espectrometria de massas.

Cada spot ou fragmento de gel foi previamente tratado com 500
pl de solucdo descorante I (50 % metanol/5 % éacido acético) durante 2 h
sob agitacdo a TA. Em seguida, as amostras foram mantidas em 200 pl
de solucdo descorante II (50 % acetonitrila (ACN) em 5 mM de
carbonato de amdnia (NH,HCO3)) durante 1 h sob agitagdo a 37 °C e
desidratadas com 200 pl de acetonitrila (ACN) durante cinco min. O
excesso de ACN foi removido em centrifugacio sob vacuo (SpeedVac,
Eppendorf) durante 30 min a TA.

Apés esta etapa de descoloragdo e desidratacdo, os
spots/fragmentos foram tratados com 10 mM de DTT para a redugdo dos
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grupamentos tiol das cisteinos durante 30 min a 60 °C, seguido da
alquilagdo destes grupos tiol com 50 mM de iodoacetamida (IAA)
durante 30 min a TA ao abrigo de luz. Posteriormente os géis foram
novamente mantidos em solug¢do descorante II e desidratados com ACN
conforme descrito anteriormente.

Na sequéncia, as proteinas foram submetidas a digestdo
proteolitica com tripsina (Promega, Madison). Para tal, foi utilizado 1 pg
de tripsina em 5 mM NH,HCO; com 1 mM CaCl, pH 8,0 durante 16 h a
37 °C e apos este periodo a digestdo foi interrompida com 175 mM HC1
(pH 7,5).

Os peptideos foram extraidos do gel com 100 pl de solugdo
descorante II durante 2 h a 37 °C, sendo o sobrenadante, que contém os
peptideos, transferido para um novo tubo e os géis submetidos a novo
tratamento com 50 pl de uma solucio descorante I durante 1 h a 37 °C.
Ap6s este periodo, o sobrenadante foi transferido para o tubo contendo o
sobrenadante obtido na primeira etapa de extracdo. Em seguida, a
solucdo contendo os peptideos foi desidratada por centrifugacio a viacuo
(SpeedVac) e os peptideos reconstituidos com 10 pl de 0,1 % 4cido
férmico (AF).

1.2.6. Digestao proteolitica dos extratos proteicos em solucio (gel
free)

Aproximadamente 70 ug dos extratos proteicos de cada dia da
diferenciacdo de trés amostras bioldgicas foram submetidas a digestdo
proteolitica com tripsina apds o tratamento com o surfactante RapGest
(Waters, Milfor). As proteinas foram tratadas com 10 ul de RapGest
(Waters) 0,1 % durante cinco min a 100 °C. Ap6s 1 min a 4 °C foi
adicionado 5 pg de Tripsina Sequencing Grad, (Promega) e a digestdo
foi realizada em cinco ciclos de 52 °C por 3 min ¢ 1 min a 4 °C. Apéds
este periodo a reacdo foi parada com a adi¢cdo de 10 ul de HCI a 450
mM e mantida em repouso por 30 min a 37 °C. Entdo a solucdo foi
desidratada em um Speedvac e reidratada com 30 pl de 4cido férmico a
0,1 %.

1.2.7. Analise por espectrometria de massas em tandem (LC-ESI-
MS/MS) das proteinas soliveis obtidas a partir da
eletroforese 2DE

A identificagdo dos peptideos resultantes da digestdo em gel das
proteinas presentes nos spots selecionados nos perfis 2DE das formas
epimastigotas (TO) e durante o periodo de diferenciacdo celular (T2, T4,
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T6 e T8) de T. rangeli foi realizada na plataforma LC-ESI-MS/MS,
composta por sistema de cromatografia liquida NanoAcquity (Waters)
acoplada com espectrometro de massas QTof Premier (Waters) no CDC
(EUA).

Para tal, 4 ul de cada digestdo foi injetado em uma coluna de fase
reversa PepMap C1 §™ Trap (Waters) (300 um x 5 mm) em um fluxo
de 20.000 pl/ min durante 1 min, objetivando a remog¢éo do excesso de
contaminantes e para promover a concentracdo dos peptideos. Apés 10
min, os peptideos foram eluidos diretamente para uma coluna analitica
(75 um x 15 cm) de fase reversa CI8 PepMap CI18TM (Waters) com
fluxo de 300 nl/ min e gradiente formado pelo solvente A (0,1 % de AF
em dgua com pureza para HPLC) e solvente B (0,1 % de AF em ACN)
nas seguintes condi¢des: aumento da concentragdo do solvente B de 5 a
35 % em 9 min e até 85 % em 1 min, em seguida diminuic¢do até 1 % do
solvente B em 1 min. Entre cada andlise houve a regeneracio da coluna
durante 10 min com 1 % do solvente B.

O espectrdometro de massas modelo QTof Premier foi configurado
para realizar aquisicdes do tipo DDA (do inglés, Data-Dependent
Analysis), operado em modo positivo (ES+) com voltagem na fonte de 5
V. Apenas ions carregados 2+, 3+ e 4+ foram analisados dentro da
janela de aquisi¢do para os fons MS de 400-1.500 m/z durante um
segundo, com intervalos de aquisi¢do de 0,1 segundo. Os trés fons mais
abundantes na primeira andlise de massas (MS) foram submetidos a
fragmentagdo (CID) por trés segundos com janela aquisi¢do entre 100-
1.500 m/z, gerando assim o espectro MS/MS de fons 2+, 3+ e 4+
resultantes do fon (peptideo) fragmentado.

J4 o espectrometro de massas modelo Q-Tof Micromass foi
também configurado para realizar aquisi¢cdes do tipo DDA, operado em
modo ES+. Porém a janela de aquisicdo dos fons MS foi configurada
entre 300-2000 m/z. Os dois peptideos mais abundantes foram
submetidos a fragmentacdo CID (35 eV) por 3 segundos com intervalo
de aquisi¢do entre 50-3000 m/z.

1.2.8. Analise por espectrometria de massas em tandem (LC-ESI
MS/MS) das proteinas presentes nas bandas coletadas dos
géis 1DE e em solucao (gel free)

Os peptideos oriundos da digestdo das proteinas obtidos tanto
por meio da digestdo em gel unidimensional quanto por meio de solugdo
(gel free) também foram analisados em plataforma LC-ESI-MS/MS,
porém esta era composta por sistema de cromatografia liquida
NanoAcquity (Waters) acoplado com espectrOmetro de massas
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Nanospray LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fischer Scientific, Kansas) no
CDC (EUA).

Brevemente, 3 pl de cada digestdo foram injetados em uma
coluna de fase reversa com tamanho de 300 um x 5 mm PepMap
CI8TM Trap (Waters) durante um min a um fluxo de 5.000 pl/ min.
Apds 10 min os peptideos foram eluidos diretamente para a coluna (75
um x 15 cm) de fase reversa analitica C18 PepMap CI8™ (Waters)
utilizando gradiente com os mesmos solventes A e B descritos no item
anterior. No caso das digestdes em gel, o gradiente utilizado foi:
aumento da concentragcdo do solvente B de 5 a 40 % em 16 min, depois
até 95% em 1 min e permanecendo durante 3 min, apds, a concentracio
do solvente B foi reduzida para 5 % em 1 min e a coluna regenerada
com 5 % do solvente B por 10 min, totalizando 30 min de gradiente. J4
no caso das digestdes em solucdo (gel free) o gradiente aplicado foi: de
5 a 40 % de solvente B em 100 min, 40 a 95 % em 2 min e
permanecendo durante 15 min, entfo apds a diminui¢do da concentragio
para 5 % de solvente B em 2 min a coluna foi regenerada durante 15
min com 5 % de solvente B, totalizando 130 min de gradiente.

O espectrometro de massas LTQ Orbitrap Velos (Thermo
Fischer Scientific) foi operado em modo positivo (ES+), com voltagem
da fonte em 35 kV e com tipo de aquisi¢cdo de dados DDA, com janela
de 400 até 1.400 m/z e resolugdo de massa nominal de 60.000,
realizando 16 eventos de busca. Os fons mais intensos foram submetidos
a fragmentagdo de baixa energia (CID), gerando assim espectros
MS/MS para cada fon (peptideo) selecionado. O tempo de aquisi¢do foi
de 30 minutos para as andlises dos peptideos obtidos a partir das
digestdes em gel e de 130 minutos em solucio.

1.2.9. Processamento e analise dos espectros de massas

Os dados brutos de MS/MS oriundos dos espectrometros de
massas qTOF e LTQ Orbitrap Velos foram processados utilizando o
programa MASCOT Distiller® (Matrix Science, Boston) e a busca na
base de dados foi realizada utilizando o programa MASCOT (Matrix
Science). Para tal, foram elaboradas duas bases de dados, sendo: i) genes
preditos a partir da primeira montagem do genoma deste parasito
(iniciais “contig”), ii) ORF completas ou parciais, obtidas a partir da
segunda montagem do genoma (iniciais ‘“TR”). Estas ultimas sdo
oriundas de dados do genoma do T. rangeli (LNCC, 2012).

A bases de dados utilizadas, foram concatenadas sequéncias de
potenciais contaminantes de tripsina de Sus scrofa (P00761), dlcool
desidrogenase (ADH) de Saccharomyces sp. (P00330), bem como
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sequéncia de queratina humana (Q14533). As bases de dados resultantes
foram automaticamente utilizadas pelo MASCOT para a geracdo de uma
base de dados reversa (Decoy).

A busca das proteinas nas bases de dados utilizando o programa
MASCOT foi realizada com os seguintes parametros: i) peptideo com no
maximo uma auséncia de uma clivagem da tripsina; ii)
carbamidometilagdo dos residuos de cisteino e oxidagdo das metioninas
como modifica¢des varidveis; iii) 0,5 Da de tolerancia da massa para
peptideos e para os fragmentos destes peptideos. Em seguida, os
resultados do MASCOT (dat) foram submetidos ao programa Scaffold
(Proteome Software, Portland). Este programa realizou automaticamente
a busca nas mesmas bases de dados e pardmetros utilizados no MASCOT
através do pacote X/Tandem.

Apéls estas etapas, o programa Scaffold foi utilizado para
compilar e validar as proteinas identificadas pelos programas de busca.
Foram consideradas proteinas vdlidas aquelas que apresentaram pelo
menos dois peptideos, com FDR (do inglés, False Discovery Rate)
menor que 1% e com probabilidade de acerto dos peptideos superior a
95% e 99% para a proteina (de acordo com o algoritmo Protein
Prophet).

1.2.10. Analise in silico das proteinas identificadas por MS/MS

Apés a identificacdo das sequéncias por MS/MS, foram
realizadas andlises de bioinformdtica com as proteinas vélidas. Para tal,
utilizamos as sequéncias preditas das proteinas disponiveis nas bases de
dados mencionadas no item 1.2.9.

Face ao volume de dados obtidos, os resultados foram
compilados e apresentados na forma de figuras, grificos e tabelas
resumidas, contendo os dados mais relevantes do trabalho.
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Tabela 2: Tabela contendo os programas utilizados nas andlises in silico com a descri¢do da suas finalidade

Programa
Blast

HMMTOP
SignalP

TMHMM
GO

ProtParam
(Expasy)

Translate
(Expasy)

Funcao
Andlise de similaridade com os ortélogos
em T.cruzi, T. brucei e L. brazieliensis
Predicao de dominios trans-membranares
Predicdo de peptideo sinal e sito de
clivagem
Predicao de dominios trans-membranares
Anotacdo funcional pela Gene Ontology
(GO)
Andlise dos paramentros (pl, tamanho
molecular) a partir da sequéncia
aminoacidica
Obtencdo da sequéncia aminoacidica a
partir da sequéncia nucleotidica

HTTP

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.enzim.hu/hmmtop/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

http://www.geneontology.org

http://web.expasy.org/protparam/

http://web.expasy.org/translate/

Referéncia
(ALTSCHUL et al., 1997)
(TUSNADY, SIMON, 2001)
(EMANUELSSON et al., 2007)
(KROGH et al., 2001)
(MCCARTHY et al., 2006)

(GASTEIGER et al., 2005)
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1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. Analise das proteinas soliveis das formas epimastigota,
intermediarias  (T2,T4,T6) e tripomastigotas (T8)
diferenciadas in vitro da cepa Choachi de 7. rangeli por
eletroforese 2DE

Grande parte dos estudos relacionados a investigacdo de
processos biolégicos necessita do suporte de metodologias especificas
para a obtencdo das diferentes formas evolutivas do parasito. Durante o
seu ciclo evolutivo, o T. rangeli alterna entre dois tipos morfoldgicos
principais, epimastigota e tripomastigota, com propriedades
caracteristicas, destacando-se a infectividade para o hospedeiro
vertebrado. Neste sentido, vdrias peculiaridades estdo intimamente
ligadas ao processo de diferenciacdo de uma forma para a outra. Uma
etapa crucial do ciclo de vida do T. rangeli é o processo de diferenciacio
celular, durante o qual mudancas coordenadas no metabolismo e na
morfologia ocorrem para efetuar uma transformacido onde formas néo-
infectantes e replicativas, os epimastigotas, diferenciam-se em formas
infectantes e incapazes de se multiplicar, os tripomastigotas. Nesse
sentido, avancos significativos foram alcangados na tentativa de simular
as condi¢des naturais que podem levar o parasita a se diferenciar,
possibilitando o estudo da reprogramagdo génica a que estes organismos
sdo submetidos durante o processo de diferenciagcdo, sobretudo para as
formas infectantes (STOCO, 2010). Uma etapa essencial foi o
estabelecimento de um meio com condi¢des quimicamente definidas que
mimetizam o processo de diferenciacio que ocorre no inseto vetor
(KOERICH et al., 2002, STOCO, 2010).

A diferenciacio de epimastigotas a tripomastigotas metaciclicos
envolve alteracdes fisico-quimicas que permitem a ocorréncia da
reprogramacéo celular que visualmente pode ser acompanhada a partir
da andlise de modifica¢cdes morfoldgicas que podemos visualizar na
Figura 6. O cinetoplasto, na forma epimastigota (TO), estd presente na
porcdo anterior ao ndcleo. Conforme o processo de diferenciacdo celular
in vitro ocorre, o cinetoplasto migra até a porcdo posterior do nicleo
caracterizando as formas tripomastigotas. Podemos observar também a
membrana ondulante em toda extensdo lateral da forma tripomastigota
(T8).

Para o T. cruzi é bem estabelecido que o meio de urina artificial
de triatomineos (TAU) e a sua suplementagdo com prolina induz altas
taxas de diferenciacdo celular de T. cruzi in vitro (CONTRERAS et al.,
1985). Entretanto, o 7. rangeli ndo é capaz de diferenciar e nem mesmo
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de replicar neste meio. A sua capacidade de crescimento e diferenciagcio
em meio DMEM em pH 8 suplementado com L-glutamina sugere que
este aminodcido, assim como as condi¢des de pH estdo envolvidas neste
processo, e que o T. rangeli, diferentemente do 7. cruzi, requer um meio
mais rico nutricionalmente para a sua diferenciacio em formas
tripomastigotas (KOERICH et al., 2002).

Apds a obtengdo das amostras, foi realizada a extragdo das
proteinas totais das amostras (TO0, T2, T4, T6, T8) ao longo do processo
de diferenciagdo celular do 7. rangeli e realizados ensaios de
eletroforese unidimensional (1DE) e bidimensional (2DE) (Figura 7)
com o objetivo de analisar o rol de proteinas diferencialmente expressas
durante a transi¢do entre a forma epimastigota (proliferativa e nao-
infectiva) e a forma tripomastigota (ndo proliferativa e infectiva). As
alteragdes morfoldgicas nos parasitos também foram acompanhadas
microscopicamente através de esfregacos em laminas corados com
Giemsa.

Para a obtencdo dos mapas 2DE foram utilizadas proteinas
soldveis de triplicatas bioldgicas e técnicas das amostras TO, T2, T4, T6,
T8 contendo cerca de 0 %, 3,5 %, 57 %, 74 %, 97 % de tripomastigotas,
respectivamente. Observa-se um aumento considerdvel de formas
tripomastigotas do segundo dia de diferencia¢do celular (T2) para o
quarto dia (T4), o que pode estar implicado em uma altera¢do no padrdo
de expressdo proteica com o intuito de preparar ou até mesmo adaptar
estes parasitas para a préxima fase do ciclo bioldgico.
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Figura 6: Processo de diferenciagdo celular in vitro da cepa Choachi de Trypanosoma rangeli em meio DMEM (5% SFB),
evidenciando alteracdes morfoldgicas dos parasitos em esfregacos corados com Giemsa. As barras em branco representam 10
um. N = niicleo e C = cinetoplasto.




58

Na Figura 7 estdo apresentados 10 perfis 2DE obtidos a partir
de duplicatas bioldgicas. Estes perfis foram obtidos a partir de 2 mg de
proteinas soliveis resolvidas em tiras de 13 cm, com faixa de pI 3-10 e
massa molecular relativa (Mr) entre 10-250 kDa. Pode-se observar que a
grande maioria dos spots estdo localizados entre a faixa de pl 4-8 e
massa molecular relativa 25-75 kDa. Além disso, levando em
consideragdo as variagOes intrinsecas descritas para a eletroforese 2DE,
observa-se uma boa reprodutibilidade dos perfis.

Foram coletados 926 spots das cinco amostras da cultura 1 (1°
replicata bioldgica), sendo que 918 foram analisados por espectrometria
de massas (LC-ESI MS/MS). Para 56,8 % dos spots analisados, foi
possivel identificar uma ou mais proteinas. Entretanto, inimeros spots
apresentam a mesma proteina identificada resultantes de pequenas
variacdes de massa e carga que podem estar relacionadas a presencga de
isoformas ou ainda a modifica¢des pds-traducionais. Da cultura 2 (2°
replicata bioldgica) foram coletados 1.036 spots sendo analisados 139. A
andlise de apenas 134 % dos spots foi em decorréncia da
impossibilidade de processamento e andlise por espectrometria de
massas do grande volume de amostras (1.962 para as duas replicatas
bioldgicas descritas neste manuscrito). Desta forma, foram analisadas
1.057 spots (53,8 %) no somatorio das duplicatas bioldgicas, permitindo
a identificagdo de um total de 182 proteinas ndo-redundantes (Tabelas 3
ed).

Na Figura 8 estd apresentado um gel representativo de todos os
géis gerados por 2DE e demarcadas parte das proteinas identificadas por
espectrometria de massas e na Tabela 4 estdo relatadas as proteinas
identificadas.
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walO T2 T4 T6 T8

TO T2 T4T6 T8

A B

Figura 7: Eletroforese de extratos proteicos totais durante a diferenciagdo celular da cepa Choachi de Trypanosoma rangeli.
(A) Perfil unidimensional das amostras nos tempos TO ,T2, T4, T6 e T8 de duas amostras bioldgicas (cultura 1 (30 ug) e 2
(50ug)). (B) Perfil bidimensional de extratos proteicos totais de 7. rangeli nos tempos TO, T2, T4, T6, TS. Aliquotas de 2 mg
de proteinas foram aplicadas em tiras de 13 cm (pH 3-10). Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Tabela 3: Resumo da quantidade de spots analisados em cada dia do processo de diferenciag@o celular in vitro da cepa
Choachi de Trypanosoma rangeli.

Amostra bioldgica 1 Amostra bioldgica 2 Total
Nimero Spots Spots Nimero de Spots Spots Nimero de Spots Spots com Proteinas
de Spots analisados com Spots analisados com Spots analisados MS/MS nao-
coletados MS/MS coletados MS/MS coletados redundantes
TO 224 94 31 28 255 122
(Epi) L (96,5 %) (41,9 %) — (10,2 %) (90,3%) S (47,6%) (47,8%) &
T2 124 72 24 24 148 96
(2° dia) = (100%) (58 %) 2 (8,8 %) (100%) t (37,5%) (64,8%) L/
T4 185 102% 28 25 213 127
@dia) (100%)  (56%) 169 (165%)  (89.2%) 354 60.1%)  (59.6%) 83
T6 169 114 24 19 193 133
(6° dia) — (100%) (52,7 %) LSt (17,4%) (79,1%) S (62,8%) (68,9%) 20
T8 216 140 32 28 248 168
(Tripo) 2L (100%) (53%) =Y (49,9%) (87,5%) A (66,6%) (67,7%) -
Total 926 918 522 1036 139 124 1962 1057 646 182

99,1 %) (56,8%) (13,4%) 89%) (53,8%) (61,1%)
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Figura 8: (A) Perfil bidimensional do extrato proteico total de formas
epimastigotas de Trypanosoma rangeli (primeira replicata bioldgica); (B) no
detalhe, as proteinas identificadas por espectrometria de massas (111 das 167
proteinas comuns a todos os dias do processo de diferenciacio celular).

Tabela 4: Proteinas ndo-redundantes identificadas por espectrometria de
massas presente nos spots obtidos a partir da técnica de eletroforese
bidimensional do extrato proteico total de Trypanosoma rangeli cepa Choachi.

Proteinas Codigo Massa
de acesso  molecular
1 14-3-3 protein TR00226 30 kDa
2 14-3-3 protein TR02934 29 kDa
3 25 kDa translation elongation factor 1-beta =~ TR03422 21 kDa
4 26S proteasome regulatory subunit TS TR06658 42 kDa
5 2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A
ligase TRO5897 44 kDa
6 2-oxoisovalerate dehydrogenase alpha
subunit TR05730 49 kDa
7 2-oxoisovalerate dehydrogenase beta
subunit, mitochondrial precursor TR04750 40 kDa
8 40S ribosomal protein S3 TRO5151 27 kDa
9 60S acidic ribosomal protein PO TRO03071 35 kDa

10 69 kDa paraflagellar rod protein TR02042 44 kDa
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

29

30
31
32

33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

43
44

Proteinas

69 kDa paraflagellar rod protein

actin beta/gamma 1

activated protein kinase C receptor
adenylate kinase

adenylate kinase

alanine aminotransferase

alcohol dehydrogenase

aldose 1-epimerase-like protein

alpha tubulin

aminopeptidase

aminopeptidase

arginine kinase

asparagine synthetase A

aspartate aminotransferase

aspartate aminotransferase, mitochondrial
ATP synthase, epsilon chain

ATPase beta subunit

ATP-dependent Clp protease subunit, heat
shock protein 100

ATP-dependent Clp protease subunit, heat
shock protein 78

ATP-dependent DEAD/H RNA helicase
axoneme central apparatus protein
branched-chain amino acid
aminotransferase

calmodulin

calpain-like cysteine peptidase
calreticulin

carboxypeptidase

carboxypeptidase Taq

carnitine/choline acetyltransferase
chaperonin

chaperonin containing T-complex protein
chaperonin HSP60, mitochondrial
precursor

chaperonin/T-complex protein 1 gamma
subunit

citrate synthase

cystathione gamma lyase

Codigo
de acesso
TR04024
TR01023
TR06474
TR01680
TR02653
TRO1347
TR05738
TRO05451
TR05056
TR02075
TR02928
TR00214
TR05413
TR05843
TR04043
TR01540
TR0O1705

TR06000

TRO1212
TR04112
TRO0075

TR04313
TRO6725
TRO1302
TRO5116
TR04126
TR06606
TRO1783
TRO1153
TR03738

TR06127
TRO1870

TR04944
TR03680

Massa
molecular
63 kDa
42 kDa
35 kDa
29 kDa
24 kDa
55 kDa
42 kDa
42 kDa
50 kDa
43 kDa
55 kDa
35 kDa
39 kDa
46 kDa
51 kDa
21 kDa
56 kDa

102 kDa

90 kDa
47 kDa
40 kDa

41 kDa
72 kDa
77 kDa
45 kDa
39 kDa
49 kDa
67 kDa
58 kDa
59 kDa

60 kDa
61 kDa

52 kDa
44 kDa
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46
47
48
49
50
51

52
53
54
55

56
57
58
59
60

61
62
63
64

65
66
67
68

69
70
71
72
72

74
75
76
77

Proteinas

cystathionine beta-synthase
cystathionine beta-synthase
cytochrome C oxidase subunit IV
cytochrome c oxidase subunit V
cytoskeleton-associated protein CAPS.5
dihydrolipoyl dehydrogenase
D-isomer specific 2-hydroxyacid
dehydrogenase-protein

elongation factor 1-beta

elongation factor 2

enolase

enoyl-CoA hydratase/isomerase family
protein

eukaryotic initiation factor 4a
eukaryotic initiation factor 5a

flagellar radial spoke protein
fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic
fructose-bisphosphate aldolase,
glycosomal

glucokinase 1
glucosamine-6-phosphate isomerase
glucose-regulated protein 78
glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase, cytosolic

glycerol dehydrogenase

glycosomal malate dehydrogenase
haloacid dehalogenase-like hydrolase
heat shock 70 kDa protein, mitochondrial
precursor

heat shock 70kDa protein 1/8

heat shock 70kDa protein 1/8

heat shock 70kDa protein 4

heat shock protein Dnal
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
H/F

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

Codigo
de acesso
TR03074
TR05439
TR03337
TRO01917
TR06262
TR04445

TR02516
TR06591
TR06347
TRO7150

TR03729
TR04008
TRO0655
TR04947
TR05296

TR00236
TR00392
TRO1674
TR03733

TR06452
TRO7237
TR03342
TRO0831

TR03493
TR03366
TRO7016
TR03283
TR04415

TR03124
TR00619
TRO1915
TR05945
TR00231

Massa
molecular
29 kDa
33 kDa
39 kDa
22 kDa
88 kDa
51 kDa

38 kDa
26 kDa
94 kDa
46 kDa

29 kDa
46 kDa
18 kDa
61 kDa
38 kDa

41 kDa
42 kDa
32 kDa
71 kDa

36 kDa
34 kDa
34 kDa
31 kDa

55 kDa
66 kDa
72 kDa
79 kDa
44 kDa

49 kDa
88 kDa
48 kDa
39 kDa
22 kDa

63
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78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115

Proteinas

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
1/6 autoantigen

IgE-dependent histamine-releasing factor
inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
iron superoxide dismutase

LA RNA binding protein

large subunit ribosomal protein L.9¢

Codigo
de acesso
TR00293
TR00380
TRO0O0591
TR00709
TRO1557
TR02078
TR02146
TRO02181
TR02227
TR02261
TR02402
TR02868
TR03200
TR03809
TR04332
TR04633
TR04816
TR04837
TR04870
TRO05154
TR05286
TRO05341
TR05604
TR05886
TR05950
TR06079
TRO6111
TR06507
TR06516
TR06981
TRO07335
TRO03316
TR00726
TR06709
TRO05816
TR05576
TR01620
TR06681

Massa
molecular
66 kDa
43 kDa
31 kDa
47 kDa
119 kDa
22 kDa
53 kDa
21 kDa
42 kDa
70 kDa
37 kDa
56 kDa
42 kDa
27 kDa
24 kDa
51 kDa
38 kDa
34 kDa
39 kDa
23 kDa
49 kDa
58 kDa
37 kDa
28 kDa
43 kDa
32 kDa
35 kDa
45 kDa
23 kDa
25 kDa
43 kDa
33 kDa
22 kDa
20 kDa
56 kDa
22 kDa
39 kDa
22 kDa



116
117
118
119

120
121
122
123

124
125
126
127
128

129
130
131
132
133
134

135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148

149

Proteinas

lipophosphoglycan biosynthetic protein
L-threonine 3-dehydrogenase
lysophospholipase

lysosomal/endosomal membrane protein
p67

malate dehydrogenase

malic enzyme

mitochondrial processing peptidase
mitochondrial processing peptidase, beta
subunit

mitochondrial RNA binding protein
molecular chaperone HtpG
myo-inositol-1(or 4)-monophosphatase 1
NADH-cytochrome B5 reductase

nascent polypeptide associated complex
subunit

nucleosome assembly protein-like protein
p21 antigen protein

paraflagellar rod component

peptidase M20/M25/M40
phosphatase-like protein
phosphoenolpyruvate carboxykinase
(ATP)

phosphoglycerate kinase

poly(A)-binding protein

prostaglandin F2alpha synthase
proteasome alpha 3 subunit

proteasome alpha 5 subunit

proteasome regulatory ATPase subunit 3
protein disulfide isomerase

protein kinase

protein kinase A regulatory subunit
protein phosphatase

Protein with unknown function

Protein with unknown function

Protein with unknown function
pyrroline-5-carboxylate  synthetase-like
protein

pyruvate dehydrogenase El component

Codigo
de acesso
TR05935
TR02250
TR02858

TR04677
TR02438
TR00259
TRO05732

TR04446
TR03101
TRO0837
TR03732
TR03364

TR02578
TR04852
TRO1483
TRO1610
TR02201
TR02839

TR05925
TR0O2767
TRO0554
TRO06121
TRO0880
TR03212
TR00459
TR06376
TRO1385
TR03633
TR03123
TR01041
TR04205
TR05844

TRO0457
TR05071

Massa
molecular
82 kDa
37 kDa
30 kDa

71 kDa
33 kDa
63 kDa
36 kDa

36 kDa
39 kDa
81 kDa
31 kDa
32 kDa

19 kDa
49 kDa
21 kDa
68 kDa
52 kDa
24 kDa

59 kDa
45 kDa
61 kDa
43 kDa
32 kDa
27 kDa
44 kDa
44 kDa
31 kDa
57 kDa
46 kDa
34 kDa
87 kDa
30 kDa

47 kDa
29 kDa

65
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150
151
152
153
154
155
156
157
158
158

160
161

162
163
164
165
166
167

168

169
170
171
172
173

174
175
176
177
178
179
180
181
182

Proteinas

alpha subunit

pyruvate kinase 2

pyruvate phosphate dikinase

quinone oxidoreductase

RAB GDP dissociation inhibitor alpha
reiske iron-sulfur protein precursor

RNA helicase

RNA-binding protein

RNA-binding protein
S-adenosylhomocysteine hydrolase
S-adenosylmethionine decarboxylase
proenzyme

serine carboxypeptidase CBP1
serine/threonine  protein  phosphatase
catalytic subunit

seryl-tRNA synthetase

spermidine synthase

sterol 24-c-methyltransferase
stress-induced protein stil

succinate dehydrogenase flavoprotein
succinyl-CoA ligase [GDP-forming] beta-
chain

succinyl-coA:3-ketoacid-coenzyme A
transferase, mitochondrial precursor
surface protease GP63

t-complex protein 1, eta subunit
thiol-dependent reductase 1
threonyl-tRNA synthetase

transitional endoplasmic reticulum
ATPase

transketolase

tricarboxylate carrier

triosephosphate isomerase

trypanothione reductase

tryparedoxin peroxidase

tubulin beta

tyrosine aminotransferase

tyrosyl or methionyl-tRNA synthetase
vacuolar ATP synthase subunit B

Codigo
de acesso

TR02469
TR06266
TRO0615
TR03103
TRO3577
TR05708
TR02534
TR03208
TR04758

TR03913
TRO6814

TR05363
TR06624
TRO1873
TR06821
TR02091
TR04856

TR02001

TRO1479
TR06760
TR04762
TRO0510
TR03503

TR04770
TRO2117
TR02126
TR03469
TR02517
TR02563
TRO5117
TR02148
TRO1178
TR00246

Massa
molecular

54 kDa
101 kDa
23 kDa
50 kDa
34 kDa
49 kDa
32 kDa
27 kDa
48 kDa

42 kDa
23 kDa

34 kDa
54 kDa
33 kDa
41 kDa
63 kDa
67 kDa

45 kDa

53 kDa
48 kDa
61 kDa
50 kDa
91 kDa

89 kDa
73 kDa
23 kDa
27 kDa
54 kDa
21 kDa
50 kDa
46 kDa
26 kDa
56 kDa



67

O ndmero de proteinas ndo redundantes identificadas em cada
amostra analisada (TO, T2, T4, T6 e T8) foi similar, tendo sido
identificadas 87, 67, 83, 96, 121 proteinas, respectivamente. Destas, 167
foram consideradas comuns entre todas as amostras durante o periodo de
diferenciacio celular e apenas uma proteina exclusiva foi identificada na
amostra T2. O restante das proteinas é comum a duas ou mais dias do
periodo avaliado (Figura 9). As proteinas detectadas sdo, em sua grande
maioria, comuns a todos os dias do processo de diferenciacdo celular
visto que proteinas reguladas durante este processo tem a tendéncia a
estarem em baixa abundincia (LUNDBERG et al., 2010), portanto,
necessitando de uma técnica mais sensivel ou um fracionamento anterior
da amostra para detec¢@o de proteinas diferencialmente reguladas.

A técnica de 2DE, embora apresente uma série de vantagens,
também possui suas limitacdes, especialmente a dificuldade de
comparacio de dados obtidos entre laboratdrios resultante das diferentes
condicdes eletroforéticas. Outra limitagdo é o fato dos mapas proteicos
ndo representam a totalidade das proteinas da célula, em decorréncia dos
diferentes niveis de expressdo e das diferencas de solubilidade (FEY,
LARSEN, 2001). Durante a eletroforese, a taxa de migracdo ou
mobilidade eletroforética pode ser influenciada pela carga proteica no
meio eletroforético, assim como pela sua forma, tamanho e associagio
com outros compostos ionizdveis. Os componentes dos extratos
proteicos migram com velocidades individuais em um campo elétrico e
podem sofrer alteracdes do meio (O'FARRELL, 1975), gerando um viés
nas andlises comparativas.
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Figura 9: Diagrama de Venn revelando o nimero total de proteinas (182) de
Trypanosoma rangeli identificadas por espectrometria de massas utilizando
como ferramenta de separacdo a técnica de eletroforese 2DE conforme cada dia
do processo de diferenciacdo in vitro. TO-epimastigota, T2- segundo dia, T4-
quarto dia, T6- sexto dia de diferenciac@o celular e T8-tripomastigota.

Assim, tendo em vista a necessidade de abranger a identificacio
de um rol maior de proteinas do parasito em questdo, o 7. rangeli,
utilizamos outras duas abordagens metodoldgicas cujos resultados estdo
descritos a seguir.

1.3.2 Analise das proteinas soliveis das formas epimastigota,
intermediarias (T2, T4 e T6) e tripomastigotas (T8)
diferenciadas in vitro da cepa Choachi de T. rangeli por
GeLC-MS/MS.

Ao final da eletroforese unidimensional (1DE), as canaletas
correspondentes a cada amostra foram seccionadas em 25 fragmentos
conforme ilustrado na Figura 10. As bandas foram reunidas em grupos
de trés e em seguida passaram pelo processo de digestdo com tripsina e
identificacdo por espectrometria de massas.
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Figura 10: Perfil unidimensional representativo das triplicatas bioldgicas das
formas epimastigota (TO), formas intermedidrias (T2, T4, T6) e tripomastigotas
(T8) da cepa Choachi de Trypanosoma rangeli. As linhas em destaque
representam os fragmentos de gel contendo as proteinas (25) analisadas por
espectrometria de massas. Aliquotas de 50 ug de proteinas foram resolvidas em
SDS-PAGE 12 % e o gel corado com Azul de Coomassie R-250.

Foi possivel identificar através desta metodologia um total de
1.410 proteinas sendo 72, 61, 41, 40 e 39 proteinas exclusivas para os
tempos TO, T2, T4, T6 e T8, respectivamente. Observou-se um total de
711 proteinas que estiveram presentes durante todo o processo de
diferenciacio celular, além de um nimero menor de proteinas presentes
em determinados dias da diferenciacio como podemos visualizar na
Figura 11. A tabela contendo as proteinas identificadas estd localizada
no apéndice A (Tabela A.1).
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Figura 11: Diagrama de Venn revelando o niimero total de proteinas (1.410) de
Trypanosoma rangeli identificadas por espectrometria de massas utilizando
como ferramenta de separacdo a técnica de eletroforese unidimensional (GeLC-
MS/MS) conforme cada dia do processo de diferenciacdo in vitro. TO-
epimastigota, T2- segundo dia de diferenciacdo celular, T4- quarto dia de
diferenciag@o celular, T6-sexto dia de diferenciacdo celular e T8-tripomastigota.

1.3.3 Analise proteomica das proteinas em solucao (gel free) das
formas epimastigota, intermediarias (T2, T4 e T6) e
tripomastigotas (T8) diferenciadas in vitro da cepa Choachi
de T. rangeli.

A partir desta abordagem foram identificadas 716 proteinas,
sendo 539 comuns a todos os dias durante o periodo de diferenciacio
celular. De acordo com esta técnica, 11 foram exclusivas para a forma
epimastigota, quatro para a forma intermedidria coletada no quarto dia
de diferenciagdo celular (T4) e por fim, uma proteina foi exclusivamente
identificada na forma tripomastigota coletada no oitavo dia do processo
de diferenciacdo celular (Figura 12).
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Figura 12: Diagrama de Venn revelando o nimero total de proteinas (716) de
Trypanosoma rangeli identificadas por espectrometria de massas utilizando
como estratégia LC-MS/MS conforme cada dia do processo de diferenciagio in
vitro. TO-epimastigota, T2- segundo dia, T4- quarto dia, T6-sexto dia de
diferenciag@o celular e T8-tripomastigota.

1.3.4 Comparacio entre as trés diferentes abordagens
protedmicas utilizadas

O advento de ferramentas protedmicas permitiu propor uma
estratégia combinando a eletroforese unidimensional (1DE),
bidimensional (2DE) e gel free, acopladas a espectrometria de massas
(MS) para caracterizar o proteoma da cepa Choachi do T. rangeli. A
eletroforese 1DE e a andlise baseada em gel free permitiram a
identifica¢do da maior parte das proteinas aqui descritas.

Apé6s a andlise conjunta dos resultados obtidos nas trés
abordagens utilizadas neste estudo, o niimero total de proteinas ndo
redundantes identificadas foi de 1.455. Destas, 167 foram comuns a
todas as abordagens, quatro foram especificas para a eletroforese 2DE,
724 foram somente identificadas com a eletroforese 1DE e 41
especificas para a técnica de gel free. Realizando a combinagdo das
técnicas, houveram proteinas identificadas comuns a eletroforese 2DE e
IDE (11) e comuns a 1DE e gel free (508). Entretanto, nenhuma
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proteina foi comum entre a técnica de eletroforese 2DE e gel free
(Figura 13).

1D

724

508 11
167

41 4

gel-free 2D

Figura 13: Diagrama de Venn com a comparagdo entre as trés abordagens
protedomicas (2DE, 1DE e gel free) utilizando o nimero total de proteinas
(1.455) de Trypanosoma rangeli identificadas por espectrometria de massas.

Esta diferenga entre o niimero de proteinas obtidas a partir do
perfil 2DE em relag@o ao perfil 1DE e gel-free, deve-se primordialmente
a maior sensibilidade do equipamento utilizado nestas duas ultimas
metodologias (LTQ Orbitrap Velos). Adicionalmente, no experimento
1DE, as bandas (1DE) foram analisadas em conjunto de trés e ndo houve
perda de amostra, pois toda a parte do gel de poliacrilamida contendo
proteinas foi submetida a andlise. Ao realizar a anélise por gel free, a
solucdo contendo as proteinas soliveis de cada dia foram analisadas
como uma Unica amostra, enquanto nos dados de 2DE cada spot obtido
foi analisado individualmente. Outro fator relevante refere-se a
sensibilidade obtida utilizando a técnica de eletroforese 2DE. A
coloragdo por azul de coomassie revela proteinas de alta abundancia,
principalmente quando ndo é realizado um pré-fracionamento da
amostra para retirada destas proteinas, como por exemplo, as proteinas
estruturais que estdo em maior quantidade nas células. Neste sentido,
torna-se dificil detectar por eletroforese 2DE proteinas que estdo sendo
reguladas durante a diferenciacfo celular, pois este tipo de proteina esta
usualmente em baixa abundéincia (LUNDBERG et al., 2010).

Analisando todas as técnicas abordadas e todas as amostras (TO,
T2, T4, T6, T8), como mostrado na Figura 14, é possivel observar a
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correspondéncia de 711 proteinas entre todos os dias envolvidos no
processo de diferenciagdo celular. As demais proteinas identificadas sdo
compartilhadas entre 2, 3 ou 4 dos dias do processo de diferenciagdo
celular in vitro, sendo algumas identificadas como exclusivas para cada
dia da diferenciacdo celular. Entretanto, € necessdria uma investigacéo
mais aprofundada para verificarmos que tais proteinas sdo realmente
estagio especificas durante a diferenciacdo celular. De forma geral, o
perfil de expressdo mostrou sobreposicdo substancial, mas também
diferencas na composicdo do rol proteico entre as amostras, indicando
haver uma regulacdo durante o processo de diferenciacdo celular de
formas nao-infectivas a infectivas. Dentre estas proteinas
diferencialmente expressas, 13 proteinas foram selecionadas estudos
mais aprofundados de caracterizagao.

T2

TO

T4

T8

T6

Figura 14: Diagrama de Venn com a comparacédo entre as diferentes amostras
utilizando o ndmero total de proteinas (1.455) de Trypanosoma rangeli
identificadas por espectrometria de massas pelas 3 abordagens protedmicas
(2DE, 1DE e gel free). TO-epimastigota, T2-segundo dia de diferenciacdo
celular, T4- quarto dia de diferenciacio celular, T6-sexto dia de diferenciacdo
celular e T8-tripomastigota.

A diferenciacdo celular in vitro no T. cruzi € um processo
crucial e bem estudado, o qual envolve uma série de alteracdes na
expressdo génica do parasito, resultando em importantes modificacdes
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morfolégicas e funcionais entre as formas epimastigotas e
tripomastigotas (KRIEGER et al., 1999). Estudos iniciais revelaram a
existéncia de proteinas estdgio-especificas na superficie das formas
tripomastigotas  (TEIXEIRA, YOSHIDA, 1986) e em diferentes
estagios do ciclo celular (DE GODOY et al., 2012). Posteriormente,
andlises de eletroforese de duas dimensdes (2DE) revelaram uma
correspondéncia de cerca de 50 % das proteinas encontradas entre
epimastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi e uma série de proteinas de
expressdo diferencial durante a diferenciacdo celular (PARODI-
TALICE et al., 2007).

Para caracterizacdio das proteinas identificadas  por
espectrometria de massas, uma andlise utilizando o programa Gene
Ontology (GO) buscou categorizar as proteinas quanto a sua localizagdo
celular, processo biolégico ou fungcdo molecular. Para 42 % das
proteinas identificadas (611 proteinas, n= 1.455) foi possivel obter
anotacdo funcional. Dentre as 611 proteinas, em relagdo a localizagdo
celular, 30 % (183 proteinas) sdo parte integrante do citosol, 13 % (79
proteinas) estdo localizadas no nucleo e 10% na mitocondria (61
proteinas). A maior quantidade de proteinas citosélicas identificadas é
observada neste tipo de abordagem em gel (PARODI-TALICE et al.,
2004, ATWOOD et al., 2005, CUERVO et al., 2007, KIKUCHI et al.,
2010), sendo proteinas de membrana extremamente hidrofébicas e
requerendo outros métodos de separacdo e fracionamento para realizar
sua caracterizacao.

Em relagdo ao processo bioldgico, 12 % das proteinas possuem
fun¢do de transporte (73 protefnas) e 11 % estdo envolvidas na resposta
ao estresse (67 proteinas). As trés fungdes moleculares mais abundantes
foram a ligacdo a fons (16 %, 97 proteinas), fun¢do de oxiredugao (8 %,
49 proteinas) e funcdo de ligase (7 %, 43 proteinas) (Figura 15).

Assim como no genoma (BERRIMAN et al., 2005, EL-SAYED
et al., 2005) e proteoma de outros organismos (ANDRADE et al., 2008,
GREBAUT et al., 2009, DE GODOY et al., 2012), no transcriptoma
(GRISARD et al., 2010) e no genoma (STOCO et al., 2014) do T.
rangeli ha um elevado nimero de genes denominados hipotéticos que
também foram identificados neste estudo a partir das andlises realizadas.

Apesar dos avangos nas plataformas de espectrometria de
massas, a qualidade das andlises protedmicas depende diretamente da
qualidade e disponibilidade de dados relativos ao genoma e/ou ao
transcriptoma de um dado organismo. Normalmente, sido utilizadas
bases de dados contendo genes ou ORF da espécie, cujo mapa
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protedmico estd sendo estudado (ANDRADE et al., 2008, KIKUCHI et
al., 2010). Até 2010 ndo havia informa¢des substanciais disponiveis a
respeito do genoma do T. rangeli, dificultando, portanto, o estudo do
proteoma deste parasito. O genoma do T. rangeli foi recentemente
sequenciado em uma associagdo do Laboratério de Protozoologia da
UFSC com a Rede Nacional de Sequenciamento de DNA
(www.brgene.Incc.br), cujos resultados estdo em fase de publicagio
(STOCO et al., 2014). A despeito disso, o presente estudo contou com 0
acesso aos dados o que permitiu as andlises das informacdes geradas
pelos espectros obtidos.
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Figura 15: Propor¢éo de proteinas distintas de Trypanosoma rangeli (cepa Choachi) com anotago funcional pelo Gene
Ontology (GO) e distribuicdo das proteinas com GO de acordo com sua localiza¢do celular, funcdo molecular e
processo biolégico.
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1.4 CONCLUSAO

A andlise conjunta de diferentes abordagens protedmicas (2DE,
IDE e gel free) permitiu um incremento quali-quantitativo das
proteinas identificadas nas diferentes formas do 7. rangeli se
comparado as andlises realizadas isoladamente por cada método;

A abordagem protedmica 1DE acoplada a espectrometria de massas
mostrou-se mais efetiva na geracdo de dados em relagcdo ao nimero
de proteinas;

O ndmero de proteinas compartilhadas entre formas epimastigotas e
tripomastigotas € condizente com outros relatos para
tripanosomatideos, como por exemplo, o 7. cruzi;

Foi possivel realizar anotacdo funcional quanto a fun¢do molecular,
processo bioldgico e localizag@o celular de um ndmero substancial
de proteinas (42%);

De acordo com indicios de diferenca de expressdo durante o
processo de diferenciag@o celular foram selecionadas 13 proteinas
de interesse para dar continuidade a caracteriza¢do molecular, sendo
quatro destas classificadas como proteinas de funcio desconhecida.
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Capitulo 2: Caracterizacdo molecular de proteinas diferencialmente
expressas no processo de diferenciacdo celular in vitro do Trypanosoma
rangeli
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2.1 INTRODUCAO

A partir da andlise dos resultados obtidos pela espectrometria de
massas e, considerando-se as informag¢des disponiveis do genoma do 7.
rangeli, foram selecionadas 13 proteinas para dar prosseguimento a este
estudo. Os critérios para a selecdo destas proteinas foram: 1- Possuir
indicios de estar diferencialmente expressa durante o processo de
diferenciacdo celular; 2- Nao ser uma proteina estrutural e, 3- Ser um
potencial marcador da diferenciacdo celular, ou seja, capaz de distinguir
formas epimastigotas e tripomastigotas em processo de transformacao.
Com base nestes critérios, as proteinas selecionadas foram: espermidina
sintase (ES), histidina aménio liase (HAL), proteina Gim5A, aspartato
aminotransferase mitocondrial (mASAT), proteina apical de membrana
1 (AMA-1), proteina mitocondrial ligante de RNA 2 (MRP2), proteina
flagelar ligante de cdlcio (FCaBP), proteina de membrana de
kinetoplastideos (KMP-11), calpaina cisteino peptidase (CCP), proteina
de funcdo desconhecida 1 (PFD1), proteina de funcdo desconhecida 2
(PFD2), proteina de fun¢o desconhecida 3 (PFD3) e proteina de funcgéo
desconhecida 4 (PFD4).

Cabe aqui salientar que as chamadas proteinas de funcao
desconhecida sdo proteinas anotadas em outros genomas como
“proteinas hipotéticas” e que, neste estudo, sdo proteinas que por
possuirem o gene completo, evidéncias de transcri¢do (EST) e sequéncia
proteica detectada por sequenciamento de novo, foram assim
denominadas.

2.1.1 Proteinas selecionadas
2.1.11 Espermidina sintase (ES)

As poliaminas sdo cdtions organicos essenciais e ubiquos tanto
em procariotos quanto em eucariotos que desempenham um papel
essencial no crescimento e proliferacdo celular, sendo seus niveis
regulados por diferentes mecanismos (COHEN, 1997, IGARASHI,
KASHIWAGI, 2000, GONZALEZ, HUBER, ALGRANATI, 2001). Em
tripanosomatideos as poliaminas realizam a manuten¢do adicional no
equilibrio redox enddgeno através do mecanismo da tripanotiona (Figura
16) (TAYLOR et al., 2008, WILLERT, PHILLIPS, 2008).

Estudos revelam a importancia da espermidina na manutengio
da proliferacdo de tripanosomatideos (WILLERT, PHILLIPS, 2008). A
sua deplecdo através da inibicdo das enzimas-chave ornitina
decarboxilase (ODC) por a-difluorometilornitina (DMFO) e
espermidina sintase por sulfato de bis-ciclohexilamonio (CHA) estd
envolvida na reducdo das taxas de multiplicagdo destes parasitas
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(GONZALEZ, HUBER, ALGRANATI, 2001). Parasitas contendo ODC
metabolicamente instdvel sdo capazes de crescer continuamente mesmo
na presenca de altos niveis de DMFO, o inibidor irreversivel da ODC,
como é o caso de Crithidia fasciculata (CERIANI, GONZALEZ,
ALGRANATI, 1992). T. brucei e Leishmania mexicana contém niveis
estdveis de ODC sd3o susceptiveis e param sua proliferacdo apds
tratamento com DMFO (GONZALEZ et al., 1991, CARRILLO et al.,
2000).

Arginina Metionina
=

Arginase l SAM sintetase

Ornitina SAM
4 4
l Sahde QDC —arniting decarboxilase
. SAR [S-adenosilmetionina)
Putrescina J dcSAM J Sabde (S-adenosilmoetioning docarboxilase)
Espermidina deSAl {S-adonesilmotioninag decarboxiladoe)
sintase
Espermidina Glutationa
\-’/— A
a. - Glutationa Tripanotionaey |« . -MACP"
J

o Glutationa .., - 2 Tripanotionam J MADPH +H*

Adaptado de Taylor et al [2008} ¢ Willert and Phillips (2008)

Figura 16: Rota biossintética das poliaminas em tripanosomatideos. Em
vermelho estd ressaltada a espermidina sintase que possui um papel importante
na sintese da espermidina. A parte mais clara da figura referencia a auséncia da
rota da ODC em Trypanosoma rangeli.

Ao contrario dos demais tripanosomatideos, hd evidéncias de
que o T. cruzi (CARRILLO et al., 1999) e o T. rangeli (STOCO et al.,
2014) ndo possuem a enzima ODC. Estes parasitos utilizam outra fonte
de obtencdo de aminodcidos necessdrios para seu metabolismo, como
por exemplo, a importacio de poliaminas provenientes do meio
extracelular. Assim, o aporte de espermidina é de extrema importincia
para a manutencdo da proliferacdo celular, especialmente quando se trata
de formas epimastigotas e também no equilibrio redox do qual os
tripanosomatideos sdo capazes de realizar. Neste sentido, a ES realiza
um papel essencial na sintese e manutencdo dos niveis de espermidina.
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A funcdo da ES é catalizar a transferéncia de um grupamento
aminopropil da S-adenosilmetionina (dcSAM) para o grupamento amino
terminal da putrescina para formar a espermidina (PEGG, WILLIAMS-
ASHMAN, 1969).

A ES foi selecionada para dar continuidade aos estudos devido
a evidéncia de sua maior expressdo na fase inicial do processo de
diferenciacdo celular (TO e T2) do T. rangeli. Foi possivel a
identificacdo por MS/MS com uma cobertura de 65 %, ou seja, dos 296
aminodcidos desta proteina foram identificados 191.

2.1.1.2 Histidina amonio liase (HAL)

A HAL ou histidase catalisa a primeira rea¢do nio oxidativa de
catdlise da histidina produzindo aménio e dcido urocanico (Figura 17).
Estudos sugerem que a enzima interage com substratos especificos
através dos grupamentos carboxila, amino e da fra¢do imidazdlica.
Inibidores eficazes contém grupos funcionais que correspondem a estes
trés locais de ligacdo, enquanto que compostos com apenas dois dos
grupos funcionais sdo inibidores pobres, com exce¢do da glicina
(GIVOT, SMITH, ABELES, 1969).

H O
+
N N NH
Histidina Acido urocanico Amonio

Figura 17: Reacdo de catdlise da histidina amdnio liase que resulta na formacdo
de 4cido urocanico e amdnio. Fonte: Schwede, Rétey e Schulz (1999).

Andlises protedOmicas comparativas de formas epimastigotas,
tripomastigotas metaciclicos, amastigotas e tripomastigotas sanguineos
de T. cruzi revelaram que a enzima HAL ¢é prontamente detectada no
proteoma das formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos,
formas encontradas no inseto vetor, mas quase indetectdveis nas formas
amastigotas e tripomastigotas sanguineos (ATWOOD et al., 2005,
TARLETON, 2007). Sendo a histidina, utilizada como fonte de energia,
um aminodcido abundante tanto nas fezes quanto na hemolinfa de R.
prolixus, é sugerido que a adaptacdo do T. cruzi no inseto vetor possua
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relacdo com este aminodcido (GINGER, FAIRLAMB, OPPERDOES,
2007), fato este que explicaria a maior expressdo da enzima responsével
por sua degradacdo nas formas citadas acima. Esta enzima parece estar
presente apenas no metabolismo de animodcidos de 7. cruzi e ausente
nos demais tripanosomatideos como, por exemplo, o 7. brucei
(GINGER, FAIRLAMB, OPPERDOES, 2007).

A HAL foi selecionada para dar continuidade aos estudos
devido a evidéncia de sua maior expressdo na fase inicial do processo de
diferenciacdo celular, ou seja, nas formas epimastigotas (T0). A
histidina amonia liase foi identificada por MS/MS com uma cobertura
de 26 %, ou seja, dos 538 aminodcidos desta proteina foram
identificados 142.

2.1.1.3  Proteina glicossomal 5A (Gim5A)

A classe de proteinas Gim5 € tinica em membros da Ordem
Kinetoplastida e essencial para a sua sobrevivéncia. H4 duas proteinas
pertencentes a Gim5, a GimSA e a Gim5B, sendo que a diferenca é a
regido 3’UTR da sequéncia codificadora. A proteina Gim5A estd
localizada na membrana glicossomal sendo esta uma organela essencial
na manutengdo da regulacdo glicolitica (BAKKER et al., 2000, MAIER
et al., 2001).

A Gim5A foi selecionada para dar continuidade aos estudos
devido a evidéncia de sua maior expressdo na fase inicial do processo de
diferenciacdo celular, ou seja, nas formas epimastigotas (T0). Foi
possivel a identificacdo desta proteina por MS/MS com uma taxa de
cobertura de 69 %, ou seja, dos 245 aminodcidos desta proteina foram
identificados 169.

2.1.14 Aspartato aminotransferase mitocondrial (InASAT)
Tripanosomatideos expressam uma variedade de
aminotransferases e acredita-se que estejam envolvidas na producgdo de
intermedidrios essenciais para suprir as necessidades do ciclo de Krebs
ou rotas gliconeogénicas. A maioria das aminotransferases exibe
especificidade de substrato e normalmente sio reguladas de acordo com
o desenvolvimento durante o ciclo de vida dos parasitas (MARCIANO
et al., 2008, NOWICKI, CAZZULO, 2008). Isto acontece com a
aspartato aminotransferase citos6lica e mitocondrial tanto com 7. brucei
quanto com 7. cruzi. A isoforma citosdlica, transamina tanto
aminodcidos aromadticos quanto dicarboxilicos utilizando como co-
substrato o 2-oxoglutarato enquanto que as mitocondriais sdo altamente
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especificas para o substrato aspartato/2-oxoglutarato (MARCIANO et
al., 2008).

A mASAT ¢é menos abundante em formas sanguineas de T.
brucei, o que corresponde a inatividade do ciclo de Krebs nas formas do
parasito encontradas em mamiferos. J4 em 7. cruzi esta enzima ¢é
expressa de forma constitutiva (MARCIANO et al., 2008, MARCIANO
et al., 2009).

A aspartato aminotransferase foi selecionada para dar
continuidade aos estudos devido a evidéncia de sua maior expressiao na
fase intermedidria do processo de diferenciacdo celular (T2-T4). Esta
proteina foi identificada por MS/MS com uma taxa de cobertura de 36
%, ou seja, dos 464 aminodcidos desta proteina 169 foram identificados.

2.1.1.5  Antigeno de membrana apical 1 (AMA-1)

O antigeno de membrana apical 1 € uma proteina
transmembrana vastamente estudada no filo Apicomplexa e uma boa
candidata a vacina contra a maldria devido a sua caracteristica
imunogénica. Considera-se que esta proteina desempenha vérios papéis
importantes durante a penetracdo do parasita na célula hospedeira,
essencialmente na estruturacdo da junc@o por interacdo com a proteina
“rhoptry neck 2” durante a internalizacdo do parasita (TYLER,
BOOTHROYD, 2011, BARGIERI et al., 2013).

A AMA-1 foi selecionada para dar continuidade aos estudos
devido a evidéncia de sua maior expressdo na fase intermedidria do
processo de diferenciacdo celular (T2-T4). Esta proteina foi identificada
por MS/MS com uma taxa de cobertura de 13 %, ou seja, dos 183
aminodcidos desta proteina foram identificados 24.

2.1.1.6 Proteina mitocondrial ligante de RNA 2 (MRP2)

Proteinas mitocondriais ligantes de RNA s@o importantes em
muitos aspectos do processamento, funcdo e destruicio de RNA
(GAUDENZI, FRASCH, CLAYTON, 2005). Viérios RNA
mitocondriais sdo pds-transcricionalmente editados em
tripanosomatideos pela insercdo e delecdo de uridinas (U) a muiltiplos
sitios em pré-mRNA para produzir mRNAs maduros (HORVATH,
BERRY, MASLOV, 2000). Essa edicdo € realizada por proteinas
ligantes de RNA que funcionam como RNA-guia (gRNA) e parecem
regular a respiracdo mitocondrial em diferentes estdgios do ciclo de vida
dos  parasitas (ESTEVEZ, SIMPSON, 1999, HAJDUK,
OCHSENREITER, 2010).
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Uma abordagem para a deteccdo de componentes da maquinaria
de edicdo de RNA tem sido a busca por proteinas-guia ligantes de RNA
(gRNA) ou mRNA. Em L. tarentolae, as proteinas p18, p51, p110, Ltp26
e Ltp28 foram identificadas como proteinas ligantes de RNA
(BRINGAUD et al., 1995, APHASIZHEV et al., 2003) e em T. brucei
ha estudos envolvendo proteinas mitocondriais ligantes de RNA, como
por exemplo a TBRGG1, RBP16, gBP21 (KOLLER et al.,, 1994,
HAYMAN, READ, 1999, MULLER, LAMBERT, GORINGER, 2001).
Outra classe importante de proteinas mitocondriais ligantes de RNA sio
aquelas que possuem o motivo de reconhecimento RRM e estdo
presentes em tripanosomatideos como o T. brucei, T. cruzi e L. major
(GAUDENZI, FRASCH, CLAYTON, 2005).

A MRP2 foi selecionada para dar continuidade aos estudos
devido a evidéncia de sua maior expressdo na fase intermedidria do
processo de diferenciacdo celular (T2-T4). A MRP2 de T. rangeli foi
identificada por MS/MS com uma cobertura de 45 %, ou seja, dos 223
aminodcidos desta proteina foram identificados 100.

2.1.1.7 Proteina Flagelar Ligante de Calcio (FCaBP)

A FCaBP ou calflagina, ¢ uma proteina altamente conservada
em alguns tripanosomatideos. A caracteristica de ligacdo de célcio
(Ca™) levou a especular uma relacdo entre sua presenca € a
patogenicidade de organismos ou uma possivel funcdo regulatéria no
ciclo celular destes protozoarios (MALDONADO et al., 1997).

Durante o ciclo de vida, os tripanosomatideos assumem mais de
uma forma. No caso de 7. rangeli tem-se apenas o conhecimento da
forma epimastigota e tripomastigota, com evidéncias de auséncia de
multiplicagdo intracelular. J4 o T. cruzi, apresenta trés formas distintas,
epimastigota, amastigota (intracelular) e tripomastigota. Devido a
importancia de cdlcio (Ca*") para sinalizacdes do ciclo celular em outros
organismos, surgiu a hipétese que a FCaBP poderia estar envolvida na
detec¢do de célcio para disparar cascatas que poderiam levar o parasito a
mudar de uma forma para a préxima (PINTO et al., 2003). Em T. cruzi,
a FCaBP pode estar envolvida na motilidade flagelar (ENGMAN et al.,
1989) , estocagem de Ca™ ou na transdu¢do de sinal. J4 é bem
estabelecido que o Ca® desempenha um papel importante no processo
de invasdo celular pelas formas tripomastigotas de 7. cruzi
(DOCAMPO, MORENO, 1996, BURLEIGH, ANDREWS, 1998) e
evidéncias indicam que o Ca®* desempenha um importante papel durante
a metaciclogé€nese (GONZALES-PERDOMO, ROMERO,
GOLDENBERG, 1988).
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Genes homdlogos aos que codificam a calflagina em 7. cruzi
também foram encontrados em 7. rangeli, Leishmania major,
Trypanosoma freitasi, T. brucei e Trypanosoma conorhini levando a crer
que esta proteina estivesse ligada a capacidade de tripanosomatideos de
infectar células e a também altamente imunogénica (MALDONADO et
al., 1997).

Além do possivel papel desta proteina na invasdo do hospedeiro
pelo parasito, a FCaBP apresenta-se como possivel marcador especifico
para diferenciacdo do T. rangeli em relagdo ao T. cruzi (WAGNER et
al., 2013). Desse modo, o estudo da variabilidade intraespecifica de
FCaBP em T. rangeli permite além de gerar dados em relagdo ao curso
da infec¢do no hospedeiro mamifero e gerar informagdes relativas a
reatividade soroldgica cruzada entre 7. cruzi e T. rangeli.

Além disto, Porcel et al (1996) demonstraram que a FCaBP de
T. rangeli apresenta homologia com uma proteina de 7. cruzi, e estd
envolvida com montagem e funcionalidade do flagelo. Apesar desta
proteina ndo ter sitio de ancoramento a GPI, ela apresenta sitios de
miristoilacdo ou palmitoilagdo que também sdo importantes para o
ancoramento de proteinas a membrana plasmdtica do parasito
(GODSEL, ENGMAN, 1999).

A FCaBP foi selecionada para dar continuidade aos estudos
devido a evidéncia de sua maior expressao na fase final do processo de
diferenciacdo celular. Foi possivel a identificar por MS/MS a FCaBP
com uma cobertura de 44 %, ou seja, dos 205 aminodcidos desta
proteina foram identificados 90.

2.1.1.8 Proteina de membrana de cinetoplastideos (KMP-11)

KMP-11 é uma proteina abundante que estd presente em uma
variedade de parasitas da Ordem Kinetoplastida (STEBECK et al., 1995,
THOMAS et al., 2000, DIEZ et al., 2005). Esta proteina foi
primeiramente identificada em L. donovani como uma proteina de
superficie capaz de estimular a proliferacio de células T (KING,
CHANG, TURCO, 1987). Além de alvo da resposta imune humoral em
infec¢des por Leishmania spp. e T. cruzi, este antigeno induz uma
resposta imune protetora contra infeccdes por 7. cruzi (DIEZ et al.,
2006). Nos tripanosomatideos estas proteinas estdo distribuidas no
citoplasma, membrana, flagelo e bolsa flagelar, estando associadas com
o citoesqueleto destes protozodrios (STEBECK et al, 1995,
BERBERICH et al., 1998, DIEZ et al., 2008).

A funcdo da KMP-11 ainda nf3o é totalmente conhecida,
entretanto o silenciamento desta proteina em 7. brucei através de RNA
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de interferéncia inibiu a segregacdo do corpo basal e a citocinese,
resultando em mudltiplos ntcleos de vdrios tamanhos. Em 7. brucei a
KMP-11 € uma proteina flagelar que possui um papel essencial na
regulacdo da citocinese em ambas as formas do parasita (LI, WANG,
2008).

A KMP-11 foi selecionada para dar continuidade aos estudos
devido a evidéncia de sua maior expressdo na fase final do processo de
diferenciacdo celular. Esta proteina foi identificada por MS/MS com
uma taxa de cobertura de 76 %, ou seja, dos 92 aminodcidos desta
proteina foram identificados 70.

2.1.1.9  Calpaina cisteino peptidase (CCP)

Na Ordem Kinetoplastida, as cisteino peptidases desempenham
um papel importante no crescimento e sobrevivéncia dos parasitas
(SAJID, MCKERROW, 2002), destrui¢do de proteinas do hospedeiro
(STANLEY et al., 1995) e também na neutraliza¢do da resposta imune
do hospedeiro (REED et al., 1995).

Para muitas peptidases, a cisteina é um sitio ativo essencial para
a atividade enzimdtica e funcdo bioldgica. Aquelas, que no momento da
hidrélise das ligacdes peptidicas baseiam-se no tiol da cisteina
especificamente sdo designadas como cisteina peptidases (também
conhecidas como tiol peptidases, sulfidrila peptidases e cisteinil
peptidases) e sdo reunidas em familias baseadas em semelhangas nas
sequéncias aminoacidicas primdrias e, quando conhecido, semelhangas
estruturais. Familias que possuem uma origem evolutiva comum sao
agrupadas em clas conforme Figura 18. Nao hd identidade de sequéncia
entre as cisteina peptidases de diferentes clas. Evidéncias sugerem que
as enzimas dentro de diferentes clds surgiram de forma independente em
relacdo a evolugdo e sdo semelhantes apenas no mecanismo catalitico
que utiliza um residuo de cisteina (MOTTRAM et al., 2003).
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Figura 18: Diagrama esquemdtico da superfamilia das cisteino
peptidases destacando a subfamilia CA.

Cisteino peptidases de parasitas sdo divididas em dois grupos
principais denominados clds, o CA e o CD (BARRET, 1994). A CCP ¢
uma protease pertencente a familia C2 dentro do cld CA. O que difere
entre as familias € a ordem dos residuos de cisteino e histidina (Cys/His
ou His/Cys) na sequéncia linear (RAWLINGS, BARRET, 1994). Ainda
assim a classificacdo das cisteinos peptidases ndo poder ser realizada
apenas pela sequéncia nucleotidica, devendo-se realizar a comparacgio
entre as estruturas tercidrias (BARRET, RAWLINGS, 1996), pois
dependendo da ordem aminoacidica o dobramento da proteina ocorre de
forma diferenciada. No caso da CCP, a ordem aminoacidica é Cys/His.

As calpainas pertencentes a familia C2 sdo enzimas formadas
por heterodimeros. O maior (80 kDa) deles contém o dominio
proteolitico e também estruturas ligantes de cdlcio e EF-hand
semelhantes aos encontrados em outras protefnas (RAWLINGS,
BARRET, 1993).

A CCP foi selecionada para dar continuidade aos estudos
devido a evidéncia de sua maior expressdo na fase final do processo de
diferenciacdo celular. Foi possivel a sua identificacdo por MS/MS com
uma taxa de cobertura de 8%, ou seja, dos 1.593 aminoécidos desta
proteina foram identificados 130.



90

2.1.1.10 Proteinas de fun¢ao desconhecida (PFD)

O sequenciamento do genoma de microrganismos gera uma
grande quantidade de dados e é conhecido a fung¢do de apenas cerca de
50-70% das sequéncias génicas traduzidas (GALPERIN, 2001,
GALPERIN, KOONIN, 2004, LUBEC et al., 2005). O restante dos
genes sdo descritos como: 1) homdlogos a genes de fungdo
desconhecida e tipicamente denominados ‘genes hipotéticos
conservados’ ou 2) ndo possuem homdlogos conhecidos e sdo
denominados de genes ‘hipotéticos’ ou ‘ndo caracterizados’ ou
‘desconhecidos’ pois ainda ndo estd claro se sdo efetivamente
codificadoras para proteinas (SIVASHANKARI, SHANMUGHAVEL,
2006). Assim, para nominar as proteinas derivadas destes genes utiliza-
se corriqueiramente a terminologia ‘proteina hipotética’ ou ‘proteina de
funcdo desconhecida’” (LUBEC et al.,, 2005, SIVASHANKAR]I,
SHANMUGHAVEL, 2006).

Assim, proteinas hipotéticas sdo proteinas preditas somente
pelas sequéncias nucleotidicas e/ou sequéncias proteicas que podem ser
encontradas em organismos de vdrias linhagens filogenéticas, porém sua
funcdo € desconhecida. Avancos na abordagem experimental e
computacional para determinacdo da estrutura e andlise deste tipo de
proteina tem gerado iniciativas para a anotacdo gendmica via uma
abordagem estrutural. A ideia da anotag@o a partir da funcdo bioldgica
de uma macromolécula estd baseada na determinacdo da estrutura em
alta resolugdo, que pode ser determinada por cristalografia de raio-X ou
RMN. Esta abordagem deriva do fato de que a estrutura de uma proteina
€ essencial para o entendimento da fungfo a nivel molecular. A
determinacdo da estrutura tridimensional pode levar a detec¢do e
caracterizacdo de grupos prostéticos ou ligantes de metal, e revelar sitios
cataliticos e regulatdrios em enzimas. Destas caracteristicas estruturais
pode ser predito e proposto o mecanismo catalitico, associacdes
proteina-proteina ou intera¢Oes proteina-dcidos nucleicos (EISENSTEIN
et al., 2000).

Meétodos de fracionamento, seguidos de identificacdo dos spots
por espectrometria de massas € uma ferramenta util para investigar e
reforcar a presenca de proteinas hipotéticas. Os spots sdo identificados
por MS ou por MS/MS (MALDI-TOF, MALDI- TOF-TOF) e softwares,
como por exemplo o Mascot, sdo utilizados para as andlises posteriores.
A sequéncia obtida pode ser utilizada para realizar uma busca na base de
dados através de BLAST a fim de determinar a identidade/similaridade
ou homologia com proteinas ja descritas. Se ndo houver nenhuma
identidade significativa com as ja conhecidas, a sequéncia da proteina é
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examinada para a presenca de dominios funcionais (ex: bases de dados
PROSITE , PRINTS , InterPro , ProDom, Pfam e SMART), submetido a
buscas por motivos (ELM) e, finalmente, as bases de dados de interacio
proteina-proteina (InterWeaver , STRING) podem sdo consultados ou
ainda realizar previsdes quanto a conformagao (LUBEC et al., 2005). Ou
seja, a bioinformdtica € uma valiosa ferramenta na predicio de
informagdes derivadas da sequéncia gé€nica que podem guiar o estudo e
elucidacdo das fungdes deste tipo de proteina.

As protefnas hipotéticas possuem extrema importancia e sio
necessdrios estudos para validar a sua existéncia tanto a nivel proteico
quanto a nivel gendmico. As informacdes geradas irdo complementar os
genomas e os proteomas visto que cerca de metade dos genomas sdao
constituidos de genes deste tipo.

Foram selecionadas duas proteinas de func¢do desconhecida com
evidéncia de maior expressdo na fase inicial (PFD1-TR01161 e PFD2-
TRO00439) e duas no final (PFD3-TR02802 e PFD4-TR07083) do
processo de diferenciacdo celular. Entretanto, em uma reandlise no
genoma do T. rangeli, a PFD4 inicialmente identificada como proteina
hipotética/funcdo desconhecida, foi re-anotada como sendo uma
sialidase/trans-sialidase.

A proteina de funcio desconhecida 1 (PFD 1), PFD 2, PFD 3 e
PFD 4 foram identificadas por espectrometria de massas com 22 %,
17%, 40% e 12% de cobertura, respectivamente.

2.2 MATERIAIS E METODOS
2.2.1 Analise in silico e desenho dos iniciadores

As sequéncias completas das janelas abertas de leitura (ORF) dos
genes que codificam as proteinas selecionadas (ES, HAL, GimSA,
mASAT, AMA-1, MRP2, FCaBP, KMP-11, CCP, PFD1, PFD2, PFD3,
PFD4), bem como dos genes de referéncia escolhidos a partir da
literatura, GAPDH, HGPRT e RNA60S, foram obtidas a partir do banco
de dados do Projeto Genoma do 7. rangeli (www.rangeli.Incc.br).

A andlise in silico inicial permitiu a predicdo das sequéncias
aminoacidicas destas proteinas e sua comparagdo com proteinas
ortélogas de outros tripanosomatideos, bem como a detec¢do de
dominios especificos através da ferramenta rpsBlast do programa Blast
disponivel no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).

Os iniciadores para a realizagdo da PCR (Tabela 5) foram
desenhados utilizando-se o programa Primer Select do pacote
DNASTAR® (Lasergene, Madison) e os iniciadores para PCR
quantitativa (QPCR) (Tabela 6) através do programa Primer Express 3.0
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(Applied Biosystems, Carlsbad), respeitando-se recomendacdes
previamente descritas (UDVARDI, CZECHOWSKI, SCHEIBLE,
2008). A auséncia de indica¢do de formagdo de dimeros e grampos entre
os pares de iniciadores foi confirmada também pelo programa Primer
Select do pacote DNASTAR®.

Tabela 5: Sequéncia dos iniciadores escolhidos para PCR para os genes
alvo e tamanho dos produtos amplificados com cada par de iniciadores.

Tamanho | Tamanho
Gene Cédigo Iniciadores (5’ —3’) da ORF produto

(pb) (pb)
S | CATATGTACAGCGTTTACATCATGCCTG
ES TROI873 1= S T CTCGAGTTATTCCAGCTTGTTGATGTGC 888 906

S CATATGCAACGAATGCAGAGTCAGGT
HAL TRO1348 AS | GGATCCTGTGTCTCCCCCTCAAATGT 1614 1.635

. S CATATGAAAATGTCCGCCTTTGCCCA
GimSA TRO0090 AS | GGATCCACCTTAATAGAAATCGCATAGC 735 744

S CATATGTTCTTTCTACCTTTTATTTCC
mASAT TR04043 AS | GGATCCCTTAGAAACGTCGTGAAAGGC 1392 1392

S CATATGCAGGTGCCGAATCCAG
AMAT TR0639 AS | GGATCCTTACTGCATCGCCACAAAACC 332 332

S CATATGCTTCGTCATCTTGCAC
MRP2 TR00100 AS | GGATCCAAACGTGCGGGCAAATCC 669 666

S CATATGATCATGGGGGCTTGCGGTTC
FCaBP TRO1599 AS | GGATCCTCAGTTTCACGCACTCTCCG 615 627

S CATATGGCCACCACCCTTGAG
KMP-11 TR02226 AS | GGATCCCTTGCCCGGGAACTGAGC 276 276

S CATATGTTTGTGGTGGACGAGGTGC
cep TR06356 AS | CTCGAGCGCCGTCATAATGAGGTCTG 4779 1101

S CATATGATGCACCGGACTGTGGC
PID1 TRO1T6I AS | CTCGAGCCGGACAAACTGGTAGTATTC 11500 1:500

S CATATGATTTTCCACTACTGTACCC
PFD2 TRO0439 AS | GGATCCCTCTAGCGAGCGCTGCAGA 1110 1110

S CATATGGATCTTCGATACCTTCCTGC
PFD3 TR02802 AS | GGATCCTGGGCGAAGTTCAGCATAAG 528 24

S GGATCCTGGGCAATGTACGCCACGCAC
PFD 4 TRO7083 AS | GGTACCGCTTTGGTCTTCGCGTGGTGA 1.968 1,959

OBS: Os nucleotideos sublinhados em cada um dos iniciadores representam os sitios de
clivagem das enzimas de restricdo Ndel (CATATG), Xhol (CTCGAG), BamHI (GGATCC),
Kpnl (GGTACC)

Para obter iniciadores de boa qualidade visando a amplificagcdo do
fragmento génico desejado, os produtos de amplificagdo para ES, HAL,
Gim5A, FCaBP sdo maiores que sua regido codificadora. Para mASAT,
AMA-1, KMP-11, PFD1, PFD2 o produto de amplificagdo possui o
mesmo tamanho que a regido codificadora e para a proteina CCP foi
desenhado os iniciadores para a regido interna da ORF que corresponde
aos sitios cataliticos. Ja para as proteinas MRP2, PFD3 e PFD4 o
produto de amplificacdo é menor que sua ORF. No anexo B pode ser
visualizado a sequencia nucleotidica e a sequéncia aminoacidica predita
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para todas as proteinas, bem como a posi¢cdo dos inidiadores senso e

anti-senso.

Tabela 6: Sequéncia dos iniciadores escolhidos para qPCR para os genes
alvo e genes de referéncia (GAPDH, HGPRT e RNA 60S), e tamanho dos
produtos amplificados com cada par de iniciadores.

Tamanho

Gene Cédigo Iniciadores (5°—3’) pr(;l(;)uto
GGAACGCTTGTCTGCAC .

ES TRO1873 ASS é}:(r}AGTGGTAGTACTTCAGC 106
HAL | TROISH8 | e TG CTICTTARCCOCET o1
Gim3A | TROSO |1 A CTCAGTTGCAGETTGT 125
mASAT | TROO43 |- T TACACGTGGTOCA 102
AMA 1| TROGIO0 |- o A TCGCCACARAACE 126
MRP2 | TRODIOD | o1 A R ACATCACCOTOCAGT 97
FCABP | TROISOY | A GCAAACTCOTCAAAC 171
KMP-IL | TRO226 | e R aeTeaacasacre ] 1M
CCP | TROG356 |- o T TG TGTACTTCAGES 107
PRD || TROIIS! |- o o T CCTCCTTCATCOATC. 128
PD2 | TROMID | o e T TCATCTGETATCCT 12
PRD3 | TRO2802 e T GGAGTACTT 105
P4 | TROTOSS i CreaTTiceatcaier ] 10
GAPDH A5 [ CTTGCTCACAAGTTEOTGG. ] 12
HGPRT A5 | COAGCAACACAACGGTCITC 137

S | CGATGAAGCTCAAGTGGACC
RNA 60S AS | CGGTTGTACTTGACGGGAAC '
2.2.2DNA

2.2.2.1 Isolamento do DNA total de T. rangeli
Formas epimastigotas em fase exponencial de cultivo da cepa
Choachi de T. rangeli foram coletadas por centrifugacdo a 3.000 x g por
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10 min e, posteriormente, lavadas duas vezes em PBS (3.000 x g por 10
min). As células foi entdo adicionado tampao de lise (10 mM Tris-HCI
pH 7,4; 10 mM NaCl; 25 mM EDTA pH 8,0; 1 % SDS) (trés vezes o
volume de parasitos apds centrifugacdo), sendo homogenizadas
cuidadosamente, adicionado proteinase-K na concentragdo final de 100
pg/ml (Sigma-Aldrich, Saint Louis) e incubado por 12 h. Apds essa
digestdo, o DNA foi extraido através do método de fenol-cloroférmio,
conforme protocolo padrio (SAMBROOK, RUSSEL, 2001). Ao final,
as amostras de DNA foram solubilizadas em dgua ultrapura, tratadas
com 10 pg/ml de RNAse A livre de DNAse I por 1 h a 37 °C. A
concentracdo e pureza foram avaliadas através de espectrofotometria a
260 e 280 nm em equipamento BioPhotometer® (Eppendorf, Hamburg)
e em gel de agarose 0,8 %. O DNA extraido foi estocado a -20 °C até o
uso.

2.2.2.2 Amplificacdo e clonagem dos fragmentos génicos
codificadores das proteinas de interesse via Reacio em

Cadeia da Polimerase (PCR)

Os 4cidos nucleicos extraidos conforme o descrito acima foram
utilizados como molde para amplificar via PCR os fragmentos
codificadores das proteinas selecionadas e genes de referéncia (GAPDH,
HGPRT e RNA 60S) utilizando os iniciadores desenhados para PCR e
gPCR a fim de verificar sua especificidade.

Os iniciadores para PCR foram combinados em pares em
reacoes contendo: 1-10 ng do DNA total de 7. rangeli, 0,5-1 pmol de
cada um dos dois iniciadores, 200 uM de dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 1
unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad) em seu tampao
apropriado. As reacdes foram compostas de uma etapa de desnaturacio
do DNA a 94 °C durante 5 min. Subsequentemente foram realizados 35
ciclos com as etapas de desnaturacdo (94 °C por 45 s), ligagdo dos
iniciadores a sequéncia alvo (60 °C ou 62 °C, por 1 min) e elongamento
da cadeia de DNA pela polimerase (72 °C por 1 min). Ao término destes
ciclos, as amostras foram submetidas a uma extensao final da cadeia de
DNA a 72 °C por 10 min. Estes passos foram realizados em um
termociclador Mastercycler® Gradient (Eppendorf). Os produtos de PCR
obtidos foram resolvidos em géis de agarose (1 %) corados por brometo
de etidio (1 pg/ml) e registrados digitalmente.

Para o teste de amplificacdo, os iniciadores para qPCR foram
combinados em pares em rea¢des de PCR contendo: 10 ou 30 ng do
DNA total de T. rangeli cepa Choachi, 0,2; 0,5 ou 1 pmol de cada um
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dos dois iniciadores, 200 uM de ANTP, 1,5 mM de MgCl,, 1 unidade de
Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad) em seu tampao apropriado.
As reacdes foram compostas com uma etapa de desnaturacdo do DNA a
94 °C durante 5 min. Subsequentemente foram realizados 35 ciclos com
as etapas de desnaturacdo (94 °C por 45 s), ligacdo dos iniciadores a
sequéncia alvo (60 °C, por 1 min) e elongamento da cadeia de DNA pela
polimerase (72 °C por 1 min). Ao término destes ciclos, as amostras
foram submetidas a uma extensdo final da cadeia de DNA a 72 °C por
10 min. Estes passos foram realizados em um termociclador
Mastercycler® Gradient (Eppendorf). Os produtos de PCR obtidos foram
resolvidos em géis de agarose contendo 4% de Synergel " (Diversified
Biotech, Boston), corados por brometo de etidio (1 pg/ml) e registrados
digitalmente.

2.2.2.3 Clonagem

As bandas correspondentes aos fragmentos dos genes de
interesse amplificados via PCR foram excisadas do gel de agarose e
purificadas utilizando o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare), sendo o DNA purificado clonado
utilizando-se o kit pGEM-T easy® Vector (Promega), ambos segundo
especificacdes do fabricante. Os produtos de ligagdo foram utilizados
na transformacdo de células Escherichia coli DH5a cdlcio competentes
através de choque térmico a 42 °C por 45 s.

A selec@o das colonias recombinantes foi baseada na coloracio
azul/branco das colonias crescidas em meio LB (Luria Bertani) dgar
suplementado com ampicilina (100 pg/ml), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f3-
D-galactopiranosideo  (X-Gal, 20 pg/ml) e isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracdo final de 40 pg/ml. A
presenca dos insertos foi verificada através de uma PCR diretamente das
coldnias, utilizando os iniciadores especificos para cada gene nas
condicdes descritas anteriormente. Os plasmideos recombinantes
selecionados foram extraidos através do procedimento padrdo de lise
alcalina, denominado lise alcalina ou mini-prep, conforme descrito por
Sambrook e Russell (2001).

Uma vez que neste processo houve a geracdo e manipulacdo de
organismos geneticamente modificados (OGM), é importante salientar
que o Laboratério de Protozoologia estd inserido no certificado de
Qualidade em Biosseguranca (CQB 101/99) da UFSC, estando apto a
desenvolver estudos que envolvam a geracdo e a manipulacdo de OGM
em regime de contencao.
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2.2.2.4 Sequenciamento dos insertos dos clones

O sequenciamento dos clones obtidos contendo os genes de
interesse foi realizado em um equipamento Hitachi 3500 Genetic
Analyzer (AB Applied Biosystems®, Foster City, EUA), sendo a reacio
de sequenciamento greparada a partir do Kit BigDye® Terminator (AB
Applied Biosystems ), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Basicamente as reacdes foram realizadas na presenca de 5 pmol
dos iniciadores universais M13-F (5° CGC CAG GGT TTT CCC AGT
CAC GAC 3’) e M13-R (5 TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA C
3%) dirigidos ao vetor pGEM-T easy® e aproximadamente 2.000 ng de
DNA plasmidial, nas seguintes condi¢des térmicas: um passo inicial de
desnaturagdo a 96 °C por 60 s seguidos por 35 ciclos de desnaturagdo a
96 °C por 1 s, ligacdo dos iniciadores a 50 °C por 5 s com rampa de
alteracdo da temperatura de 1 °C/s ou 30 %, e extensdo a 60 °C por 4
min. Posteriormente os produtos marcados foram precipitados utilizando
etanol/edta para a retirada dos nucleotideos e iniciadores ndo
incorporados. Os produtos purificados foram adicionados de 10 pl de
formamida e eletroinjetados.

2.2.2.5 Analise das sequéncias obtidas

As andlises das sequéncias obtidas foram realizadas com o
apoio do Laboratdrio de Bioinformatica (MIP/CCB/UFSC).

Apés a eletroforese, as sequéncias geradas foram analisadas
quanto a sua qualidade utilizando-se o pacote Phred/Phrap/Consed
(http://www.phrap.org). A confirmagao da identidade dos fragmentos foi
realizada através do programa Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) do GenBank (ALTSCHUL et
al., 1997). As andlises comparativas foram realizadas através de
alinhamentos com o programa ClustalW (THOMPSON, HIGGINS,
GIBSON, 1994), através da utilizagcdo de sequéncias de diferentes cepas
do T. rangeli e sequéncias de genes ort6logos de espécies relacionadas
disponiveis no banco de dados do GenBank.

2.2.2.6 Expressao heterologa e purificacio das proteinas
selecionadas
Para expressdao heter6loga, os genes de interesse apds
amplificados por PCR e clonados em vetor de clonagem pGEM-T easy®
Vector foram digeridos com enzimas de restricio correspondentes aos
sitios inseridos nos iniciadores desenhados para a PCR (Ndel, Xhol,
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BamH]I, Kpnl) e subclonados em vetor de expressdao pET14B ou PQE30
(Novagen, Darmstadt). Para tal, os produtos de PCR e o plasmideo
pET14B ou PQE30 foram digeridos com enzimas de restri¢do,
utilizando 60 unidades de cada enzima em tampéo apropriado a 37 °C
por 12 h. Os produtos digeridos foram resolvidos em gel de agarose 1 %,
e os fragmentos de DNA purificados através do kit GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Ki®. Estes fragmentos foram entdo ligados
durante 16 h a 16 °C e utilizados para transformar E. coli BL21(DE3) ou
BL21(DE3) codonplus (pET14B) célcio competentes conforme o
descrito em 2.2.2.3. Apds uma hora de crescimento em 1 ml de meio
SOC as bactérias foram semeadas em placas LB dgar (100 pg/ml
ampicilina) e mantidas a 37 °C por 16 h. A selecdo das colonias
recombinantes foi feita a partir de PCR diretamente das colonias. Um
clone positivo para cada fragmento foi selecionado e purificado por lise
alcalina.

Para a expressdo heterdloga, a colonia selecionada para cada
inserto foi utilizada para um pré-indculo em 10 ml de meio LB (100
pug/ml de ampicilina), mantido a 37 °C por 16 h sob agitagdo. Uma
diluicdo de 1:100 em 50 ml do mesmo meio foi mantida sob agitagdo
constante a 37 °C até atingir uma densidade dptica (D.O.) de 0,6. Neste
momento, foi adicionado IPTG na concentragdo final de 1 mM,
prosseguindo-se por mais 2, 4 e 6 h a 15 °C, 27 °C ou 37 °C sob
agitacdo. Para cada proteina recombinante foi necessério estabelecer as
melhores condi¢des de temperatura, tempo e concentragdo do indutor
que resultou na maior expressio das proteinas heterélogas e também foi
estabelecido em qual fracdo (soldvel/insolivel) a proteina recombinante
estava presente.

Ap6s determinar as melhores condigdes para a expressdo de cada
clone, a expressao foi realizada em 50 ml de cultura e apds o periodo de
inducdo com IPTG, as bactérias foram coletadas por centrifugacio a
4.000 x g por 10 min a 4 °C e lavadas duas vezes em PBS. Para a
purificacdo das proteinas recombinantes detectadas na frag@o insoltivel
(7 das 8 proteinas), o sedimento foi submetido a lise através da adicéo
de 2 ml de tampao de lise em condi¢des desnaturantes (10 mM Tris-
HCI, pH 8,0; 100 mM NaH,PO,, 8 M Ureia) sob agita¢do a 65 °C por 1
hora. O material lisado foi centrifugado a 4 °C por 30 min a 12.000 x g e
o sobrenadante imobilizado em 400 pl do suporte Ni-NTA agarose
(Qiagen, Duesseldorf), conforme instrucdes do fabricante. As lavagens
do suporte e elui¢do da proteina foram realizadas utilizando-se o tampao
B (100 mM NaH,PO,, 8 M ureia, 10 mM Tris- HCI) em diferentes pH
(lavagens: pH 6,0 e eluicdo: pH 4,0). O suporte foi lavado duas vezes
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com 2 ml do tampdo pH 6,0 e a proteina liberada em quatro etapas de
adicdo de 500 pl do tampao pH 4,0. Para a renaturacdo das proteinas, as
elui¢cdes foram ajustadas para pH 8,5 e dialisadas duas vezes a 4°C em
tampdo de didlise (100 mM Tris-HCI, pH 8,5; 500 mM NaCl, 0,5 mM
EDTA, 20% glicerol, 5 mM DTT) e por dltimo dialisada mais duas
vezes no mesmo tampao contendo glicerol 40%.

A purificacdo da proteina recombinante detectada na fragdo
solavel (1 das 8 proteinas) foi realizada através da lise das bactérias pela
adi¢do de 10 ml de tampao de lise (50 mM NaH,PO,, 300mM de NaCl,
10mM de Imidazol, pH 8,0) juntamente com 20 pl de lisozima
(50mg/ml), sendo a amostra sonicada em 10 ciclos de 30 s na poténcia
de 12W em equipamento Sonic Dismembrator Modelo FB120 (Fisher
Scientific) com 30 s de intervalo em banho de gelo. Apds a sonicagio
foram adicionados 75 pl de RNAse. O material lisado foi entdo
centrifugado a 4 °C por 30 min a 12.000 x g e o sobrenadante
imobilizado em 600 ul do suporte Ni-NTA agarose (Qiagen,
Dusseldorf), conforme instru¢cdes do fabricante. Foram realizadas as
lavagens do suporte e a elui¢do da proteina foi realizada utilizando-se o
tampdo de lavagem (50 mM NaH,PO,4, 300 mM de NaCl, 20 mM de
Imidazol, pH 8,0) e o tampao de elui¢do (50 mM NaH,PO,4, 300 mM de
NaCl, 250 mM de imidazol, pH 8,0). O suporte foi lavado trés vezes
com 10 ml do tampdo de lavagem e a proteina foi liberada em cinco
etapas de adi¢do de 600 pul do tampao de eluicdo. Para a diminui¢do da
concentracdo de sais, as elui¢cdes foram dialisadas duas vezes a 4 °C em
tampao de didlise (50 mM NaH,PO,, 150 mM de NaCl, pH 8,0).

Os extratos proteicos bacterianos, assim como as proteinas
purificadas e as etapas de purificacdo foram avaliados em géis SDS-
PAGE 12 %. Aliquotas contendo 5 pl das amostras foram misturadas a 5
ul de tampdo de amostra (20 % glicerol, 0,5 % azul de bromofenol, 0,5
M Tris-HCI, pH 6,8; 4,4 % SDS, 2 % B-mercaptoetanol). Depois de
misturadas ao tampdo, as amostras foram submetidas a desnaturacio a
95 °C por 5 min e em seguida a separacdo eletroforética. A corrida foi
realizada no sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BioRad, Richmond),
a 100 V. O gel foi corado com azul de Coomassie R250, e a imagem do
gel digitalizada no Perfection 4990 Scanner® (Epson).

2.2.3RNA
2.2.3.1 Extracao de RNA total

Parasitos do experimento descrito no item 1.2.2 foram coletados
(3000 x g por 10 min), lavados duas vezes com PBS pH 74, e
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homogeneizados vigorosamente em 1 ml do reagente Trizol®
(Invitrogen, Carlsbad). As amostras foram armazenadas a -80 °C por no
maximo um més antes da realizagdo da extracdo de RNA total.

Ap6s o descongelamento, as amostras foram mantidas por cinco
min a temperatura ambiente antes da extracdo de RNA total. Em
seguida, adicionou-se 200 pl de cloroférmio 98 % (Merck, Darmstadt)
as amostras, as quais foram agitadas por 15 s, mantidas a temperatura
ambiente por 2 min e, entdo, centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4
°C. A fase aquosa resultante foi transferida para um tubo novo, onde foi
acrescida de 500 pl de isopropanol (Merck) e novamente submetida a
centrifugacdo a 12.000 x g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado com 1 ml de etanol 75 %, gelado,
através de centrifugacdo a 7.500 x g por 5 min a 4 °C. Novamente, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento contendo o RNA total foi
seco, invertendo-se os tubos sobre papel por aproximadamente 10 min a
temperatura ambiente. O RNA total foi entdo solubilizado em 20 ul de
dgua ultrapura livre de nucleases e armazenado a -80 °C.

As amostras obtidas tiveram sua concentracio e pureza
avaliadas em um espectrofotdmetro BioPhotometer (Eppendorf,
Hamburg), observando-se as relacdes de absorbancia 260/280 nm e
260/230 nm.

A fim de eliminar qualquer DNA contaminante inadvertidamente
purificado durante o processo de extracdo de RNA, as amostras de RNA
(1 pg ou 5 pg, conforme a concentragdo inicial disponivel) foram
submetidas a tratamento com DNAsel (Invitrogen, Carlsbad), na razio
de 1 unidade por pg de RNA extraido. A reacgdo foi realizada durante 15
min a temperatura ambiente, na presenca de tampdo recomendado pelo
fabricante. A inativacdo da enzima ocorreu com a adicdo de EDTA na
concentracdo final de 2,5 mM e aquecimento a 65 °C por 10 min.

2.2.3.2 Reacio de transcricao reversa (RT-PCR)

A partir das amostras tratadas com DNAsel, 1 pg de RNA
(conforme concentracdo inicial disponivel) foram realizadas as reacdes
de transcri¢do reversa. A RT-PCR foi conduzida a 37 °C por 50 min na
presenca de 200 unidades da enzima transcriptase reversa M-MLV
(Invitrogen), 200 uM de dNTP (Invitrogen), 10 pmoles do iniciador
OligodT-Anchor direcionado a cauda poli(A) ( 5= GAC CAC GCG
TAT CGA TGT CGA CT16 -3’), 10 mM de DTT (Invitrogen,
Carlsbad) e 40 unidades do inibidor de ribonucleases RNaseOUT™
(Invitrogen), em tampao recomendado pelo fabricante. A inativacdo da
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reagdo ocorreu por 15 min a 70 °C. O DNA complementar (cDNA)
obtido foi armazenado a -20 °C.

2.2.3.3 Reacio em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

(qPCR)

Para utilizacdo como molde na qPCR, o cDNA foi diluido cinco
vezes em dgua ultrapura livre de nucleases. As reagdes ocorreram na
presenca do reagente Maxima® SYBR Green/ROX qgPCR Master Mix
(Thermo Scientific), de acordo com as orientagdes do fabricante, e 0,5
uM dos iniciadores de cada par descrito na Tabela 6, sendo montadas
em placas de 96 pocos AB-C (Axygen, Union City), em volume final de
10 pl. As placas, cobertas por selante 6ptico MicroAmp® Optical
Adhesive Film (Applied Biosystems) foram analisadas em equipamento
ABI Prism® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems)
do Laboratério Multiusudrio de Estudos em Biologia (LAMEB-UFSC).
As reacOes tiveram inicio com uma etapa de desnaturagcdo a 95 °C por
10 min, seguida por 40 ciclos contendo uma etapa de desnaturagdo (95
°C por 15 s) e uma etapa de ligacdo dos iniciadores e extensdo (60 °C
por um min). Ao final, foi incluida uma etapa para obtencdo da curva de
dissociagdo (95 °C por 15 s, 60 °C por 15 s e, novamente, 95 °C por 15
segundos). Em cada placa adicionou-se um controle negativo para cada
par de iniciadores, composto por todos o0s reagentes necessarios 2
amplificagdo, a exce¢do do DNA molde.

A eficiéncia da qPCR com cada par de iniciadores foi calculada
através da dilui¢do seriada 1:2 de amostras de DNA gendmico e de
misturas de cDNA (cinco pontos). A inclinacdo da reta, obtida a partir
da fungdo entre o Cq (ciclo de quantificagdo, do inglés, Cycle
quantification) e cada ponto da diluicdo, foi aplicada a equacdo:

E =10e 1/slope — 1 Equagdo 1

Nesta equacdo, E representa a eficiéncia da qPCR e slope € o
valor de inclina¢do da reta. O valor de E é obtido como fracdo de uma
unidade.

2.2.3.4 Analise dos resultados e analises estatisticas

Os experimentos de qPCR foram realizados utilizando-se
triplicatas biolégicas e técnicas, sendo os resultados posteriormente
analisados pelo software SDS 2.4 (Applied Biosystems, Carlsbad). Para
avaliar a variacdo relativa nos niveis de cada transcrito entre as amostras
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analisadas, utilizou-se o método da quantificacdo relativa (LIVAK,
SCHMITTGEN, 2001), comparando o Cq apresentado para cada gene
alvo & média dos Cq de trés genes de referéncia (GAPDH, HGPRT e
RNAG60S), escolhendo-se aqueles com menor variancia interna.

O programa RefFinder (disponivel em
http://www.leonxie.com/referencegene.php?type=reference) foi
utilizado para a escolha do melhor gene de referéncia entre os trés genes
selecionados previamente: GAPDH, HGPRT e RNAG60S. Para cada gene
foi calculado um indice de estabilidade que leva em consideragdo a
variacdo dos valores de Cq entre as diferentes condi¢des. Assim, quanto
menor o valor do indice de estabilidade, menor a variagdo de expressdo
do gene de referéncia entre as condi¢des experimentais.

Os célculos necessdrios para obtengdo dos valores de
abundancia relativa foram realizados em planilha do Excel (Microsoft
Office), através das seguintes equagdes:

ACg = Cg (gene alve) — Cq (gene de referéncia)  Equagio 2

AACq = ACq (amostra) — ACq (calibrador) Equagio 3

QR =2e 444 Equagdo 2

Nestas equagdes o calibrador é a amostra a partir da qual as
demais serdo comparadas e QR é o valor de quantificagdo relativa. O
valor de QR médio do calibrador é sempre préximo a 1.

As andlises estatisticas, bem como a confec¢do dos graficos (valor
de abundincia de mRNA no eixo y e amostras no eixo x), foram
realizadas no programa Prism 5.0 (GraphPad). Foi utilizado o teste
estatistico Andlise de Variincia (ANOVA) de uma via, seguida do teste
de comparagdo multipla Tukey. Valores de p menores que 0,01 foram
considerados estatisticamente significantes.

O agrupamento hierarquico dos niveis de RNA foi realizado
utilizando as valores de 27““? ¢ o software Multiple Array Viewer 4.8.

2.2.4 Obtenciao de antissoro policlonal murino dirigido a cada
proteina de interesse
2.2.4.1 Animais
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Neste trabalho, foram utilizados camundongos fémeas C57BL/6
oriundos do Biotério Setorial do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia (MIP/UFSC) da UFSC. Os procedimentos de
producdo de antissoros policlonais foram realizados na observancia dos
preceitos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal — COBEA, tendo sido aprovados pela Comissio de Etica em
Uso de Animais da UFSC (Processo CEUA: 23080.025618/2009-81).

2.24.2 Imunizacdo dos camundongos com cada proteinas de

interesse

Para a produgio de antissoros policlonais, grupos de trés
camundongos fémeas foram imunizados por via subcutanea com 50 pg
das proteinas recombinantes purificados. As imuniza¢des foram
realizadas a cada dez dias, sendo as proteinas emulsificadas em
adjuvante completo de Freund (v/v) (Sigma-Aldrich, Saint Louis) na
primeira inocula¢do, e com Alu-Gel S (Hidréxido de Aluminio 1,3 %)
(Serva, Heidelberg) nas outras trés inoculacdes. Apds a terceira
imunizagdo, a resposta imunoldgica dos camundongos frente as
proteinas de interesse foi verificada através da técnica ELISA direto e,
os camundongos dos grupos imunizados que apresentaram a resposta
mais elevada contra as proteinas recombinantes foram utilizados para
ensaios de Western blotting.

Imunizagao v —
Proteina recombinante ]mun|za;aq
(50 ug) Proteina recombinante

Adjuvante completo de ~ (S0ug)
Freund’s Y, Adjuvante Alu-Gel-S )

: - - \

o

A i Yoo

ﬁlH 0 10 20 30 /

Figura 19: Esquema de imunizagido dos camundongos com as proteinas de
interesse.

2243 Western Blotting
Para os ensaios de Western blotting foram utilizados as proteinas
purificadas, além dos extratos proteicos totais do 7. rangeli obtidos
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durante a diferenciagdo celular e extratos proteicos totais de outras
espécies da Ordem Kinetoplastida (7. cruzi e L. braziliensis).

Os extratos proteicos foram obtidos a partir da homogeneizacio
das células em tampao de lise (1 % triton X-100, 50 mM NaCl, 200 mM
Tris-HCl pH 7,4) aquecido a 90 °C. Apds centrifugagdo a 12.000 x g por
20 min a 4 °C o sobrenadante foi separado e a concentragio de proteinas
estimada através do ensaio de Bradford (BRADFORD, 1976).
Aproximadamente 30 pg de cada amostra foram solubilizadas em
tampdo de amostra desnaturante (20 % glicerol, 0,5 % azul de
bromofenol, 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8; 44 % SDS, 2 % 8-
mercaptoetanol), aquecidas a 95 °C durante cinco min e resolvidas em
eletroforese em géis SDS-PAGE 12 %. As amostras foram entdo
transferidas para membranas de nitrocelulose Hybond-ECL® (GE
Healthcare) durante 12 h a 25 V, conforme descrito por Towbin e
colaboradores (1979). Apds confirmacio da transferéncia das proteinas
pela coloracdo com Ponceau 1 %, as membranas foram bloqueadas com
leite em p6 desnatado 5 % diluido em tampao de bloqueio (25 mM Tris-
HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl e 0,1% Tween 20) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Apds a retirada do excesso do agente bloqueador
foi adicionado as membranas uma solucdo contendo o anticorpo
primdrio especifico para cada situacdo (antissoros policlonais ou anti-
HisTag), sendo este mantido por 1 hora e 30 min a temperatura ambiente
sob agitacdo branda. A ligacdo do anticorpo secunddrio anti-IgG de
camundongo conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, Saint Louis) foi
realizada apds cinco lavagens das membranas, em uma dilui¢do de
1:10.000, sendo as membranas lavadas e reveladas através da utilizagdo
do reagente Pierce® ECL Plus Substrate (Thermo Scientific) em filmes
radiogréficos utilizando o processador de filmes SRX-101A (Konica
Minolta Medical & Graphic, INC - China).

O anticorpo monoclonal frente a KMP-11 foi gentilmente cedido
pelo Dr. Manuel Carlos Lépez do Departamento de Biologia Molecular
do Instituto de Parasitologia e Biomedicina de Granada, Espanha.

O anticorpo monoclonal anti-TAT-1 (Tubulina — 7. brucei) foi
gentilmente cedido pelo Dr. Kevin Tyler do Biomedical Research
Centre da Univertisty of East Anglia, Norwich, Inglaterra.
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Tabela 7: Descricdo dos anticorpos utilizados nos ensaios de Western
blotting, considerando sua origem, tamanho da proteina reconhecida e
dilui¢cdes

Anticorpo Cédigo Tipo Tamanho* | Diluicio
ES TRO1873 Antissoro 3kDa | 1:300
IgG-camundongo
HAL TRO1548 Antissoro 59 kDa 1:300
IgG-camundongo
MRP2 TR00100 Antissoro 25 kDa 1:200
IgG-camundongo
FCaBP TRO1599 Antissoro 23kDa | 1:1000
IgG-camundongo
Monoclonal .
KMP-11 TR02226 1eG-Coelho 11 kDa 1:25.000
PFD 1 TRO1161 Antissoro 55 kDa 1:300
IgG-camundongo
PFD 3 TRO2802 Antissoro 25kDa | 1:200
IgG-camundongo
TAT-1 Monoclonal
Alfa-tubulina - LeGuomme i | 55kDa | 1:6.000
(T. brucei) g g
. Monoclonal .
His-Tag ) IgG-camundongo ) 1:1.000
*baseado na ORF

Ap6s obtencdo dos resultados de western blotting, foi realizada
uma andlise da densitometria das bandas pelo programa Image J (www.
http://rsbweb.nih.gov/).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Analises in silico

As sequéncias codificadoras das proteinas ES, HAL, GimS5SA,
mASAT, AMA-1, MRP2, FCaBP, KMP-11, CCP, PFD1 (TRO1161),
PFD2 (TR00439), PFD3 (TR02802) e PFD4 (TR07083) foram
inicialmente buscados via Blast no banco de dados do projeto genoma
do T. rangeli. Uma vez obtida a ORF de cada gene, sua sequéncia
aminoacidica foi predita e utilizada para a busca de dominios e
compara¢ido com outras proteinas em outros tripanosomatideos através
das ferramentas Blastx e Blastp do programa Blast do GenBank
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Os dados obtidos junto ao GenBank bem como outros dados
relevantes em relagdo as proteinas selecionadas encontram-se reunidos
na Tabela 8. As sequéncias de aminoécidos deduzidos para os genes
selecionados foram confrontadas com sequéncias disponiveis no banco
de dados através do algoritmo Blastp. Os resultados para cada gene
estdo descritos na Tabela 8 e no apéndice C. As figuras do apéndice C
(C.1-C.13) representam os alinhamentos das sequéncias aminoacidicas
de T. rangeli e seus ortélogos utilizando o programa Bioedit Sequence
Aligment Editor.
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Tabela 8: Caracteristicas das proteinas selecionadas de Trypanosoma rangeli e suas respectivas porcentagens de identidade e

similaridade com seus ortélogos.

Proteinas Cédigo f?l ;’12:3:;)1 nt* AA* | kDa* teéfilco* Organismo | Cédigo de acesso Silrfnflr; t:g;(:;;i*
e T. cruzi XP_811272 85 % /91 %
Espem“f‘ég;‘ Sintase | rpo1g7z| COG0421 888 | 296 32997 5.6 I brucei XM_822031.1 | 74%/88 %
L. braziliensis XP_001561747 67 % /79 %
Histidina Amonio o8 T cruzi XP_820336.1 | 83 %/90 %
Liase TRO1548 1.614 538 | 58,505 729 |T. brucei - -
(HAL) L. braziliensis - -
Proteina Glicossomal pfam05648 T. cruzi XP_804598.1 79 % / 86 %
5A TRO0090 735 245 | 26,559 8,93  |T. brucei CAB94856.1 63 % /74 %
(Gim5A) L. braziliensis | XP_001568471.1| 53 % /67 %
Aspartato T. cruzi EKG07330.1 77 % | 86 %
aminotransferase | ppqyaq3 | COGOBE |y 50> | 464 | 51437 904  [Lbrucei AAK73816.2 | 67%/81 %
mitocondrial o XP_001565303.1
(mASAT) L. braziliensis 52 % | 67 %
T. cruzi XP_810211.1 58 % /72 %
Proteina apical de T brucei N N
’?Xﬁf’j‘ﬁ‘ TR06390 | pfam04749 535 | 185 120213 488 iliensis | XP_001566783.1| 41 %750 %
[Plasmodium spp. - -
Proteina mitocondrial T. cruzi XP_818766.1 78 % 1 84 %
ligante de RNA 2 [ TROO100 pfam9387 669 223 | 25,117 9,50 |T. brucei XP_829385.1 72 % / 81 %
(MRP 2) L. braziliensis XP_001562731.1 | 58 % /68 %
Protel’na ﬂageljar COGS126 T. cruzi : XP_805575.1 81 % /90 %
ligante de calcio | TR01599 615 205 | 23296 505 |L brucei XP_847377.1 S9%IT2%
(FCaBP) L. braziliensis XP_001563695.1 | 58 % /79 %
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Proteinas Cédigo flz ;’:3:::;’1 nt* AA%* | kDa* te()i')ilco* Organismo | Cédigo de acesso Silrﬂfl?l trlsii(:ieei*
Proteina de T. cruzi XP_810488.1 98 % /100 %
membrana de T. brucei XP_827591.1 92 % /97 %
cinetoplastideos TRO2226 | pfam03037 276 92 | 11055 5,96 L. braziliensis XP_001568323.1| 88 % /93 %
(KMP-11) L. donovani $53442 86 %192 %
Calpaina cisteino pfam00648 T cruzi XP_812671.1 78 %186 %
peptidase TR06356| pfam01067 4.779 1.593 | 179,15 5,82 | brucei XP_822445.1 60 % /74 %
(CCP) COG 5238 L. braziliensis XP_001564727.2| 39 % /55 %
Proteina de fungio T. cruzi XP_817923.1 85 %192 %
desconhecida I | TRO1161| COG3425 1.500 | 500 |54,554| 6,44 |L brucei XP_847441.1 77 %188 %
(PFDI) L. braziliensis | XP-001565482.1 | 69 9 /81 9%
Protefna de fungdo T. cruzi XP_809065.1 81 % /87 %
desconhecida 2 TR00439 - 1.110 370 | 41,879 8,14 [T brucei XP_847394.1 64 %179 %
(PFD2) L. braziliensis XP_001563657.1 | 49 % /64 %
Proteina de funcfio T. cruzi XP_804999.1 87 % /93 %
desconhecida 3 TR02802 COG5126 528 176 | 20,740 7,09 | brucei XP_829050.1 76 % /91 %
(PFD3) L. braziliensis XP_001569004.1 | 59 % /79 %
Protefna de _fungﬁo ofam13859 T. cruzi ' XP_805084.1 48 % | 57 %

desconhecida 4 TRO7083 1.968 656 | 70,345 5,99 T. brucei - -
pfam13385

(PFD4)

L. braziliensis

* dados referentes a ORF de cada proteina selecionada obtidos utilizando as ferramentas Translate e ProtParam do ExPASy (www.expasy.org)
** conforme resultados obtidos através do programa Blastp do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank)
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Realizando uma busca na base de dados do genoma de T.
rangeli foi possivel detectar a presenca de apenas uma cépia para os
genes da ES, HAL, AMA-1, MRP2, PFD1, PFD2, PFD3 sugerindo que
sdo genes de copia unica.

Para o gene Gim5A foram detectadas duas copias (TR0O1873 e
TR02958) e o alinhamento da sequéncia nucleotidica de ambas revelou
100% de identidade.

Duas cépias também foram encontradas para o gene da mASAT
(TR04043 e TRO05843), entretanto o alinhamento entre as duas
sequéncias nucleotidicas obtidas mostrou alta variabilidade. Devido a
esta diferenca realizamos uma busca no GenBank com a sequéncia para
mASAT de cédigo TR02958 e esta teve identidade apenas com
sequéncias de L. braziliensis (XP_001568193.1 (56 %) e
XP_001565303.1 (37 %)) enquanto que a sequéncia TR04043 apresenta
similaridade com sequéncias de T. cruzi, T. brucei e L. braziliensis.

J4 para o gene da FCaBP, quatro cépias foram detectadas no
genoma de 7. rangeli (TR01599, TR02974, TR06187, TR06460) e ao
realizar o alinhamento verificou-se que sao cépias idénticas.

Para a PFD4 (TR07083) verificou-se a presenca de mudltiplas
coOpias através da andlise do genoma.

As sequéncias que codificam a espermidina sintase possuem
alta similaridade entre 7. rangeli e seus ortélogos em 7. cruzi (91 %), T.
brucei (88 %) e L. braziliensis (79 %) utilizados para realizar o
alinhamento. Esta enzima desempenha um papel muito importante em
diversos tripanosomatideos. Esses parasitos utilizam diversos
mecanismos para adquirir poliaminas que sdo essenciais para sua
manutencdo. Leishmania sp., por exemplo, possui a rota metabdlica da
biossintese de poliaminas em adi¢do aos transportadores de
putrescina/espermidina (ROBERTS et al., 2001, ROBERTS et al., 2002,
HASNE, ULLMAN, 2005), enquanto que 7. cruzi contém parte da rota
metabdlica porém necessita de captacdo exdgena de poliaminas (LE
QUESNE, FAIRLAMB, 1996, CARRILLO et al., 1999). Em formas
sanguineas de T. brucei, a atividade da espermidina sintase é essencial
para sua manutengdo e a captacdo exdgena ¢é deficiente, muito
provavelmente devido a adaptag@o a baixa quantidade de poliaminas no
plasma de seus hospedeiros (TAYLOR et al., 2008).

O gene codificador da proteina AMA-1 nfo apresentou
identidade ou similaridade com 7. brucei ou Plasmodium spp. conforme
dados apresentados na Tabela 8. Outro ponto que nos chamou a atencao
foi a ndo correspondéncia dos dominios especificos que caracterizam
esta proteina em Plasmodium spp., visto que a AMA-1 é amplamente
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estudada neste organismo devido a sua caracteristica imunogénica. A
superfamilia ao qual esta sequéncia obtida para 7. rangeli estd
relacionada é a PLACS8 (Placenta-specific gene 8 protein), uma
superfamilia caracteristica de Homo sapiens.

Em T. cruzi, a FCaBP é uma proteina de 29 kDa, e seu gene
possui alta homologia e € conservado em diferentes isolados deste
parasito. Possue também a regido ligante de cdlcio EF-hand
caracteristica para estas proteinas. Sdo genes alocados em pares de
cromossomos homologos arranjados em um ou dois clusters repetidos
em sequéncia (PORCEL et al., 1996). Muitas das proteinas ligantes de
célcio descritas em diferentes eucariotos contem de duas a oito copias do
motivo EF-hand ou calmodulina. Esses dominios consistem em 29
aminodcidos arranjados em hélice-loop-hélice que sdo importantes
funcionalmente (MOEWS, KRETSINGER, 1975, MONCRIEF,
KRETSINGER, GOODMAN, 1990).

A alta conservagdo em tripanosomatideos dos genes
codificadores para as proteinas ligantes de Ca** aliada 2 localizagdo
flagelar e a habilidade de ligacdo de Ca™, sugere que estas proteinas
estdo envolvidas em processos cdlcio dependentes de motilidade como,
por exemplo, a hidrélise de ATP que opera sob controle de cilcio. Além
disso, a alta conservagdo suporta a ideia que estas proteinas de superficie
celular podem ter uma funcdo comum em tripanosomatideos como o
movimento celular ou transporte de cdlcio (PORCEL et al., 1996).

Segundo Porcel et al. (1996), o gene da TrFCaBP € expresso
como um transcrito poliadenilado e que h4 pelo menos 20 cépias por
célula, organizados em repeticdo. A comparagio, realizada neste estudo,
entre as sequéncias deduzidas de aminoacidos de T. rangeli e T. cruzi,
revela grau de conservacdo entre elas e as diferencas ocorrem em
regides ndo envolvidas nos dominios caracteristicos de ligacdo de Ca™
corroborando com resultados obtidos por Maldonado et al (1997).

Assim como Porcel et al. (1996), a sequéncia aminoacidica da
FCaBP obtida para 7. rangeli ¢ menor que a de T. cruzi, apresentando
205 aminoécidos, enquanto que a de 7. cruzi possui 211 aminodcidos.

A KMP-11 de T. rangeli compartilha 98% de identidade com a
proteina homéloga em 7. cruzi. Enquanto que em 7. cruzi (cepa CL
Brener) existem 40 alelos que codificam para KMP-11, no genoma do 7.
rangeli foram identificados 148. A expansdo desta familia pode estar
relacionada a uma vantagem relacionada ao desenvolvimento no inseto
vetor. Entretanto, sendo um alvo conhecido para a resposta imune em
mamiferos, pode estar contribuindo para a baixa patogenicidade deste
organismo (STOCO et al., 2014). Segundo Diez e colaboradotes (2005),
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a organizacdo gendmica da KMP-11 entre T. rangeli e T. cruzi é muito
similar, sendo as ORF separadas por regides intergénicas de
aproximadamente 270 pb. J4 em Leishmania sp., as ORF sio separadas
por regides intergénicas longas que podem exibir diferentes tamanhos.
Esta caracteristica pode estar envolvida na diferenca da regulacdo desta
proteina nesses organismos.

Uma vez confirmada a identidade e a homologia com outros
tripanosomatideos, as OFR dos genes foram utilizadas para a busca de
iniciadores para PCR convencional e qPCR. A quantificagdo relativa de
transcritos por qPCR requer a comparagdo com genes de referéncia cujo
niveis de transcricdo se mantenham estdveis durante todos os estagios de
diferenciacdo celular. Neste caso, foram selecionados trés genes de
referéncia que comumente sdo utilizados para tripanosomatideos:
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase); HGPRT (hipoxantina-
guanina-fosforibosiltransferase) e RNA60S (RNA ribossomico 60S). As
sequéncias destes genes também foram obtidas no banco de dados do
projeto genoma do 7. rangeli.

Os iniciadores escolhidos, descritos nas Tabela 5 (PCR
convencional) e Tabela 6 (QPCR) sdo sequéncias de aproximadamente
20 nucleotideos em regides que amplificam a ORF no caso da PCR
convencional e em regides proximas a extremidade 3’ de cada ORF para
gPCR. Para realizar simultaneamente as reacdes com todos os genes
aproximou-se a temperatura de ligacdo dos mesmos a 60 °C.

2.3.2 ¢PCR

Os iniciadores foram primeiramente avaliados qualitativamente
a partir de uma PCR convencional utilizando como molde o DNA
gendmico de T. rangeli (cepa Choachi) e fragmentos no tamanho
esperado foram obtidos para todos os genes (Figura 20) sem a presenca
de dimeros. Embora fragmentos inespecificos acima do tamanho
esperado possam ser observados para os genes da MRP2, KMP-11 e
PFD3, estes sdo considerados produtos grandes demais para uma
amplificacdo adequada por qPCR.
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T. rangeli cepa Choachi

PM 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 1112 13 CN

500 pb
400 ph
300 pb

200 ph

100 pb

Figura 20: Amplificacdo dos fragmentos dos genes codificadores para (1) ES
(106 pb), (2) HAL (91 pb), (3) Gim5A (125 pb), (4) mASAT (102 pb), (5)
AMA-1 (126 pb), (6) MRP2 (97 pb), (7) FCaBP (171 pb), (8) KMP-11 (114
pb), (9) CCP (107 pb), (10) PFD 1 (128 pb), (11) PFD 2 (112 pb), (12) PFD 3
(105 pb), (13) PFD 4 (108 pb). Eletroforese em gel de agarose 4% contendo
SynergelTM corado com brometo de etideo revelando os produtos de
amplificacdo dos fragmentos. PM — padrdo de tamanho molecular.

Para a validagdo dos iniciadores dirigidos aos genes-alvo para
andlises por qPCR foram montadas rea¢des com cinco pontos de
diluicdo seriada 1:2 de misturas de cDNA, de T. rangeli de trés pontos
durante todo o periodo de diferenciag¢do celular in vitro (epimastigotas
(TO), 4° dia (T4) e tripomastigotas (T8)). Para cada um dos genes foi
determinado o Cq de cada ponto na curva em funcio de sua dilui¢do
através de uma reta, cuja inclinagdo foi aplicada a equag¢do ndmero 1
para obtencdo do valor de eficiéncia da reacdo. A eficiéncia média da
gPCR para cada par de iniciadores foi calculada e os valores ficaram
entre 90-110% conforme preconizado por Pfaffl (2004). Embora o
célculo de quantificacdo relativa (QR) considere uma eficiéncia de
100% para as reacdes, ele pode ser aplicado para reacdes onde as
eficiéncias sdo préximas a 100%. Além disso, este cdlculo exige
eficiéncias semelhantes, com no maximo 10 pontos percentuais de
diferenca entre os pares de iniciadores dos genes-alvo e dos genes de
referéncia. Nao foi possivel determinar a porcentagem de eficiéncia para
os iniciadores do gene da PFD 4, desta forma, a expressdo relativa para
este gene nao foi avaliada.

Cada ensaio de qPCR deve contar com a presenca de um
controle negativo para cada par de iniciadores, onde sdo acrescentados
todos os reagentes necessdrios a reagdo, exceto o cDNA molde. Nas
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reacOes descritas neste estudo, em nenhum momento detectou-se
amplificacdo de DNA nos controles negativos. Particularmente quando o
sistema de deteccdo da qPCR € por agentes ligantes de DNA
(SYBRGreen) outro passo importante para a certificacdo de que ndo ha
contaminagdo com produtos inespecificos € a observacdo da curva de
dissociac¢do. Incluida como etapa final na qPCR, esta curva avalia a
temperatura em que se dissociam os fragmentos de DNA dupla fita
presentes na reacdo. A representacdo da curva de dissociagdo € um
gréfico, onde cada pico indica uma temperatura onde houve dissocia¢do
de DNA. As curvas de dissociacfio para todas as andlises aqui descritas
apresentaram apenas um pico, em temperaturas proximas a 80 °C,
confirmando a auséncia de dimeros e de outros produtos inespecificos.

Conforme o resultado obtido através da andlise utilizando o
RefFinder e as recomendagdes do MIQE (Minimum information for
publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments)(BUSTIN et
al., 2009) foi considerada a média aritmética de dois dos trés genes de
referéncia selecionados previamente para o cdlculo dos resultados:
GAPDH e HGPRT.

Os ensaios de gPCR possibilitaram avaliar os niveis de
transcritos de 12 dos 13 genes selecionados. Agrupamentos hierarquicos
(Hierarchical clustering) dos niveis de expressdo génica foram
realizados a partir dos valores de 2““Y com o software Multiple Array
Viewer 4.8. Os agrupamentos hierdrquicos foram utilizados para
relacionar as condi¢des experimentais (diferentes dias do periodo de
diferenciacio celular in vitro, TO, T4 e T8) em funcdo de seus niveis de
mRNA dos genes.

O agrupamento hierdrquico do perfil de mRNA dos genes
selecionados possibilitou distinguir em dois grupos de condi¢des (GC)
principais. As formas epimastigotas (Epi-1, Epi-2 e Epi-3) formam um
GC e as formas durante o periodo de diferenciacio celular (T4-1, T4-2,
T4-3) e formas tripomastigotas (T8-1, T8-2, T8-3) formam o segundo
GC (Figura 21). Para as formas epimastigotas o nivel de mRNA é maior
para seis genes, sendo eles, KMP-11, HAL, Gim5A, ES, mASAT e
PFD2 (TR00439). Para os genes FCaBP, AMA-1, MRP2 e PFD1
(TRO1161) observa-se um padrdo de mRNA mais homogéneo durante
todo o processo de diferenciacdo celular in vitro, sofrendo pouca
interferéncia nos niveis de transcritos. Os genes CCP e PFD3 (TR02802)
ficaram agrupados em um terceiro grupo que ndo mostrou um perfil bem
definido.
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Figura 21: Agrupamento hierdrquico dos niveis de mRNA de 12 genes
associados ao processo de diferenciacdo celular de Trypanosoma rangeli. Os
niveis de mRNA foram calculados de acordo com o método 2““® normalizado
com a média dos genes de referéncia GAPDH e HGPRT. Cada retangulo da
matriz corresponde ao valor médio de mRNA de um estdgio do processo de
diferenciagdo celular in vitro de trés amostras independentes. A intensidade da
cor, de verde para vermelho, indica a abundancia de mRNA, segundo a escala
de cor presente na parte superior da figura. Os diferentes genes sdo
representados a direita. O dendograma presente na parte superior da figura
indica a relag@o entre as condigdes experimentais (Epi (T0), T4 e T8), definidos
como grupos de condi¢do (GC). O dendograma a esquerda indica a relagdo entre
o perfil de abundancia de mRNA, definidos como grupos de abundincia de
mRNA (GA).

De uma forma geral hd uma redu¢@o nos niveis de transcritos
dos genes selecionados nos parasitos durante o avanco do processo de
diferenciacdo celular até a transformagdo da forma epimastigota em
tripomastigota, sendo esta reducio estatisticamente significante (p<0,01)
para os genes ES, HAL, Gim5A, mASAT e PFD?2 e estatisticamente nio
significante (p<0,01) para os genes PFD3, AMA-1, MRP2 e KMP-11.
Houve um aumento nos niveis de transcritos para o gene referente a
CCP porém ndo apresentou significAncia estatistica pelo teste de
comparacdo mdltipla Tukey. Por outro lado, para os genes PFDI1 e
FCaBP nos tempos avaliados observa-se que os niveis de transcritos
mantiveram-se constantes nas condi¢des avaliadas (Figura 22).
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Figura 22: Perfil da abundincia de mRNA dos genes selecionados. A
abundancia de mRNA foi analisada em formas epimastigotas (T0), quarto (T4) e
oitavo dia (T8) de diferenciacdo celular in vitro de Trypanosoma rangeli
utilizando como genes de referéncia a média dos genes GAPDH, HPGRT. Os
resultados foram obtidos por ensaio de qPCR e representam a média e o desvio
padrio de trés experimentos independentes, realizados em triplicata. O sinal *
indica diferenca estatisticamente significante (p<0,01), utilizando o teste
ANOVA de uma diregdo seguida pelo teste de comparacao multipla Tukey.

O nivel de transcritos para o gene da KMP-11 em T. cruzi é o
mesmo nos diferentes estagios de vida do parasito (THOMAS et al.,
2000). O contrario é observado para T. rangeli que apresenta maior
abundancia de mRNA em formas epimastigotes e em L. infantum ha
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uma regulacdo negativa em formas promastigotas (BERBERICH et al.,
1998).

Entre os genes que foram modulados durante o periodo de
diferenciacdo celular, se adotado um limite de duas vezes de diferenca
entre os niveis de mRNA entre as condicdes avaliadas (epi, T4 e T8), a
abundancia de mRNA para o gene HAL ¢é 3,4 vezes maior em
epimastigota comparado com as formas em T4 € 4,6 vezes maior em
comparacdo com as formas em T8. Para o gene Gim5A o nivel de
mRNA em formas epimastigotas é 3,7 vezes maior quando comparado a
T4 é 2,8 vezes maior em relacdo as formas em T8. Os niveis de mRNA
das formas epimastigotas para o gene mASAT € 2,9 e 2,5 vezes maior se
comparado com as formas em T4 e T8, respectivamente. Por fim, a
abundancia de mRNA em formas epimastigotas para o gene PFD2
(TRO0439) é 2,4 e 2,1 comparado com as formas em T4 e T8
respectivamente. Para todos os outros genes avaliados a modulagio
entre as formas avaliadas foram abaixo do limite de duas vezes.

A regulacio negativa da transcricio com a progressdo da
diferenciacdo celular observada neste estudo € verificada também para
outros tripanosomatideos, como 7. brucei e T. cruzi (PAYS et al., 1993,
FERREIRA et al., 2008).

Nos tripanosomatideos, em especial, ndo hd uma correlagio
clara ou direta dos niveis de transcritos com niveis de expressao proteica
devido a auséncia de controle especifico durante a transcricdo nestes
organismos. A transcri¢do resulta na formagdo de RNA denominados
policistronicos que contem a informacdo de diversos genes os quais ndo
possuem necessariamente fungdes e expressdo relacionadas e podem, ou
ndo, seguir para edicio (TEIXEIRA, 1998, TEIXEIRA, DAROCHA,
2003). Desta forma, estes organismos realizam transcricdo constitutiva
de diferentes pré-mRNA e, somente apés a adi¢do do spliced-leader, sdo
observados os mRNA maduros que seguem para a traducdo nos
ribossomos, formando os polissomos (LIANG et al.,, 2003). Desta
forma, os importantes eventos pré- e pds-transcricionais relacionados a
regulacdo génica e a a maturacdo dos transcritos em tripanosomatideos
difere da maioria dos eucariotos (CLAYTON, 2002). Este tipo de
regulacdo ocorre devido a necessidade de rdpida adaptagdo dos
tripanosomatideos a variados ambientes tanto em seus hospedeiros
mamiferos quanto triatomineos.

2.3.3 Amplificacao do fragmento génico de interesse via PCR
De acordo com as sequéncias obtidas no banco de dados, o
tamanho esperado apés a amplificacdio dos genes era de 906 pb para ES,
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1.635 pb para HAL, 744 pb para Gim5SA, 1.392 pb para mASAT, 552
para AMA-1, 666 pb para MRP2, 627 pb para FCaBP, 276 pb para
KMP-11, 1.101 pb para CCP, 1.500 para PFD1, 1.110 pb para a PFD2,
524 pb para PFD3 e 1.959 pb para PFD4. Para obter as sequéncias
completas dos 13 genes selecionados, foi realizada uma PCR utilizando
temperatura de ligacdo dos iniciadores variando entre 60 °C e 62 °C.
Para alguns genes, ocorreu o aparecimento de produtos de amplificagdo
inespecificos que foram visualizados em gel de agarose 1 % (Figura 23).
Entretanto, as bandas de tamanho esperado para os produtos de
amplificacdo foram mais evidentes em todas as amostras, possibilitando
a sua identificacdo de acordo com a comparagdo com o padrio de
tamanho molecular.

PM

Figura 23: Amplificacdo dos fragmentos dos genes codificadoras para (1) ES
(906 pb), (2) HAL(1.635 pb), (3) Gim5A (744 pb), (4) mASAT (1.392 pb), (5)
AMA-1 (552 pb), (6) MRP2 (666 pb), (7) FCaBP (627 pb), (8) KMP-11 (276
pb), (9) CCP (1.101 pb), (10) PFD1 (1.500 pb), (11) PFD2 (1.110 pb), (12)
PFD3 ( 524 pb), (13) PFD4 (1.959 pb). Eletroforese em gel de agarose 1 %
corado com brometo de etideo revelando os produtos de amplificagdo dos
fragmentos. PM — padrdo de tamanho molecular.

Para o gene da calpaina cisteino peptidase, foi utilizada parte da
sequéncia para o desenho dos iniciadores visto que a sequéncia
codificadora contem 4.779 nucleotideos sendo invidvel sua amplificacdo
por PCR convencional em apenas uma etapa. Portanto, foi selecionada a
regido interna da sequéncia que inclui sitios cataliticos visando a
producdo de antissoro apds a expressdo heteréloga. Para o restante dos
genes foi utilizada a sequéncia completa de suas respectivas ORF.

Uma vez observados fragmentos de amplificacdo inespecifica
para alguns dos genes, a banda dos produtos de PCR especificos para
cada gene foi excisados do gel de agarose e purificados utilizando o kit
GFX de purificacdo de DNA (GE Healthcare). Apds esse procedimento
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foi realizada a clonagem no vetor pGEM T easy®. Apés transformago
dos produtos das ligagcdes em bactérias, as colonias resultantes foram
submetidas a PCR e as que apresentaram o produto de amplificagdo de
tamanho correto tiveram seus plasmideos extraidos através de um
procedimento de mini-prep. Para a inser¢do destes genes em vetor de
expressdo, apds a extracdo plasmidial foi realizada a digestdo de cada
plasmideo pGEM T easy® contendo um dos 13 genes de interesse com
as enzimas de restri¢do Ndel e BamHI ou Ndel e Xhol ou BamHI e Kpnl
(conforme informagdes na Tabela 9) para retirar os insertos e inserir no
plasmideo pET-14b ou PQE30, o qual foi digerido com as mesmas
enzimas. Novamente, apds as reacdes de ligacdo e transformagdo em
bactérias, um PCR diretamente das colonias que cresceram foi utilizado
para verificar se haviam clones positivos para os 13 genes. As coldnias
positivas foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial e seus
insertos submetidos ao sequenciamento a fim de confirmar a correta
orientagdo e fase de leitura.

A andlise comparativa das sequéncias obtidas no banco de
dados do projeto genoma de T. rangeli e das sequéncias obtidas apds o
sequenciamento, confirmam a identidade dos insertos utilizados para
realizar a clonagem em vetor de expressao.

Apbs a confirmacdo pelo sequenciamento, foi realizada a
expressao heteréloga utilizando os vetores pET14B ou pQE30. No teste
preliminar de expressdo, os extratos dos clones induzidos com 1 mM de
IPTG a 15 °C, 27 °C e 37 °C foram analisados em SDS-PAGE, nos
quais visualiza-se o aparecimento das bandas proeminentes
correspondentes aos  polipeptideos de massa molecular de
aproximadamente de 33 kDa para ES, 59 kDa para HAL, 25 kDa para
MRP2, 23 kDa para FCaBP, 11 kDa para KMP-11, 47 kDa para CCP,
55 kDa para PFD1, 25 kDa para PFD3 (Figura 24), cujos tamanhos
observados sdo compativeis aos esperados tedricos. Estes mesmos
extratos foram entdo analisados através de Western blotting utilizando
anticorpo anti-HisTag, que confirmou a expressao de proteinas contendo
uma regido rica em histidinas, correspondente neste caso a cauda de
histidinas de seis repeticdes conferida pelo vetor.

Das 13 proteinas selecionadas para este estudo foi possivel a
sintese heter6loga e purificacdo de oito proteinas j4 mencionadas acima
e na Figura 24. Esforcos sero realizados com o intuito de obter sucesso
na expressdo das proteinas Gim5A, mASAT, AMA-1, PFD2 e PFD4.
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Tabela 9: Informagdes sobre a expressio heteréloga dos 13 genes selecionados

Enzima de Condicoes padronizadas de expressao
restricio
Gene Codigo Tamanho  Por¢do  Porcio Vetor de °C Tempo Solubilidade
teorico 5 3 expressao
Espermidina sintase (ES) TRO1873 33 kDa Ndel Xhol petldb 37 °C 4h Nao
Histidina amonio liase (HAL) TRO1548 59 kDa Ndel BamHI petl4b 37 °C 4h Nao
Proteina glicosomal SA TRO0090 27 kDa Ndel BamHI petldb - - -
(Gim5A)
Aspartato aminotransferase TR04043 51 kDa Ndel BamHI petldb - - -
mitocondrial (mASAT)
Proteina apical de membrana 1 TR06390 19 kDa Ndel BamHI petl4b - - -
(AMA-1)
Proteina mitocondrial ligante TRO0100 25 kDa Ndel BamHI petldb 37 °C 4h Nio
de RNA (RMP2)
Proteina flagelar ligante de TRO1599 23 kDa Ndel BamHI petldb 37 °C 4h Nio
célcio (FCaBP)
Proteina de membrana de TR02226 11 kDa Ndel BamHI petl4b 37 °C 4h Sim
kinetoplastideos (KMP-11)
Calpaina cisteino peptidase TR06356 47 kDa Ndel Xhol petldb 27 °C 2h Nao
(CCP)
Proteina de funcio TRO1161 55 kDa Ndel Xhol petldb 37 °C 4h Nao
desconhecida 1 (PFD 1)
PFD 2 TR00439 42 kDa Ndel BamH]I petl4b - - -
PFD3 TR02802 21 kDa Ndel BamHI petl4b 37 °C 4h Nao

PFD 4 TRO7083 52 kDa BamHI Kpnl PQE30 - - =
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Figura 24: Expressdo em Escherichia coli dos fragmentos codificadoras da (1)
ES (33 kDa), (2) HAL (59 kDa), (3) MRP 2 (25 kDa), (4) FCaBP (23 kDa), (5)
KMP-11 (11 kDa), (6) CCP (47 kDa), (7) PFD 1 (55 kDa), (8) PFD 3 (25 kDa).
Eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % corado com Comassie Blue. PM —
padrdo de tamanho molecular.

Ap6s o teste de solubilidade, as proteinas recombinantes foram
purificadas em coluna agarose Ni-NTA sob condi¢des desnaturantes,
com exce¢do da KMP-11 que estava presente na fragdo solivel. A
purificacdo foi bastante satisfatéria em termos quantitativos para
permitir a produgdo de anticorpos em camundongos.

Utilizando 50 pg/dose das oito proteinas purificadas, foram
imunizados diferentes grupos de trés camundongos no esquema de
imunizagdo apresentado na Figura 19.

Ao final do processo de imunizacdo foram produzidos seis
antissoros frente as proteinas espermidina sintase, histidina amoénia liase,
proteina mitocondrial ligante de RNA 2, proteina flagelar ligante de
calcio, PFD1 e PFD3.

No momento da coleta do antissoro dos animais imunizados foi
também realizada a coleta do bago, estando este preservado a -80 °C em
solucdo contendo SBF (90%) e DMSO (10%) visando a posterior
producio de anticorpos monoclonais.

Objetivando a andlise da expressdo diferencial das proteinas
selecionadas, foram resolvidos por eletroforese 30 pug dos extratos totais
de proteinas soldveis das formas epimastigotas (T0), em diferenciagio
celular (T4) e tripomastigotas (T8) de T. rangeli bem como extartos
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proteicos de 7. cruzi (formas epimastigotas) e L. braziliensis (formas
promastigotas) além dos extratos proteicos bacterianos contendo as
proteinas recombinantes (Figura 25 A). Em seguida, foram realizados
ensaios de Western blotting com os antissoros produzidos e também
com os anticorpos monoclonais frente 8 KMP-11 e a a-tubulina (Figura
25 B). Devido ao forte reconhecimento das proteinas recombinantes
pelos antissoros, os extratos bacterianos utilizados neste ensaio foram
diluidos entre 100 e 500 vezes.

A andlise do resultado mostrou que os antissoros € o anticorpo
monoclonal anti-KMP-11 nfo reconheceram qualquer polipeptideo no
extrato proteico de formas promastigotas de L. braziliensis, sendo o
anticorpo monoclonal anti-a-tubulina o tinico a reconhecer uma proteina
de aproximadamente 55 kDa nos extratos de todos os parasitas
avaliados.

Os antissoros frente a ES, HAL, PFD1 e o anticorpo monoclonal
anti-KMP-11 reconheceram nos extratos proteicos de 7. rangeli bem
como o extrato das formas epimastigotas de 7. cruzi polipeptideos de
tamanho correspondente ao esperado tedrico para cada uma das
proteinas.

Em contrapartida, os antissoros frente a MRP2, FCaBP e a PFD
3 reconheceram apenas os extratos de 7. rangeli (T0, T4 e TS).

Para as proteinas HAL, MRP2 e PFD3 houve reconhecimento
de mais de um polipeptideo. O antissoro frente a HAL reconheceu um
polipeptidio de tamanho esperado (59 kDa) e outro com tamanho
inferior (~50kDA). Para a proteina MRP2 houve o reconhecimento de
uma banda correspondente ao esperado tedrico (25 kDa) e outra de
aproximadamente 50 kDa nos extratos proteicos de 7. rangeli e o
mesmo ocorreu no extrato proteico bacteriano contendo a proteina
recombinante.
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Figura 25: (A) Andlise do perfil de eletroforese unidimensional em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12% de 30 pg dos extratos proteicos totais de
formas epimastigotas (T0O), intermedidrias (T4) e tripomastigotas (T8) de
Trypanosoma rangeli, epimastigotas de Trypanosoma cruzi (Tc), promastigotas
de Leishmania braziliensis (Lb) e extratos proteicos bacterianos contendo as
proteinas recombinantes (PR) (ES, HAL, MRP2, FCaBP, KMP-11, PFDI e
PDF2). (B) Western blotting utilizando os antissoros policlonais produzidos
ap6s esquema de imunizacdo (40 dias), anticorpo monoclonal frente 8 KMP-11
e a o-tubulina. (C) Andlise da densitometria das bandas das proteinas
reconhecidas por Western blotting utilizando os antissoros produzidos e os
anticorpos monoclonais frente a KMP-11 e tubulina. Andlises realizadas em
comparag@o com as bandas obtidas para a tubulina.
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As MRP sdo proteinas identificadas em  diversos
tripanosomatideos como por exemplo T. brucei, T. cruzi, L. major, L.
tarentolae, C. fasciculata (KOLLER et al.,, 1997, BLOM et al., 2001,
APHASIZHEV et al, 2003, VONDRUSKOVA et al, 2005) e
normalmente apresentam-se como dimeros. Esses dimeros sao formados
pela interacdo de proteinas MR1 e MR2. Ambas apresentam homologia
quanto a sua constituicdo génica. H4 indicios de que MRP1/MRP2
sejam capazes de formar complexos de alto peso molecular (100, 200,
400 kDa)(BLOM et al., 2001, APHASIZHEV et al., 2003, ZIKOVA et
al., 2008). Segundo Aphasizhev et al (2003) o dimero MRP1/MRP2
apresenta-se como um heterotetrimero de 100 kDa. Se considerarmos
essa informacdo, o visualizado no Western blotting para MRP2 pode ser
o reconhecimento do dimero do MRP2/MRP2 do heterotetramero
devido ao reconhecimento de duas bandas (25 kDA e 50 kDA) tanto em
formas epimastigotas de 7. rangeli e no extrato bacteriano contendo a
proteina recombinante.

O antissoro frente a PFD3 reconheceu além da proteina de
tamanho esperado (25 kDa) outra proteina de maior tamanho (~28 kDa),
cuja identidade ainda néo foi determinada.

Nos resultados obtidos por western blotting, foi verificado
diferenca quanto a intensidade do reconhecimento por cada antissoro e
anticorpo  monoclonal utilizado. Assim, foi realizada uma anélise
preliminar da densitometria das bandas pelo programa Image J (www.
http://rsbweb.nih.gov/). Adotando como critério a diferenca de duas
vezes na intensidade das bandas, quatro das sete proteinas avaliadas
apresentaram diferencas. Para a espermidina sintase, o reconhecimento
da proteina em epimastigotas de 7. rangeli é de 5,8 e 6,3 vezes maior
que para as formas T4 e T8, respectivamente. Para a HAL esse
reconhecimento € de 3,9 vezes maior em relaciio a T4 e 2 vezes para TS.
A protelna MRP2 ¢é reconhecida 32,5 vezes mais em formas
epimastigotas quando comparada com T4 e 18 em relacdo a T8. Por fim,
em PFD1 (TRO1161) o reconhecimento é 7,4 vezes maior em
epimastigotas que em T4 e 14,8 vezes maior em relacio ao T8.

Tendo em vista, que os parasitos do género Trypanosoma
diferenciam-se em diversos tipos celulares ao longo do seu ciclo
evolutivo, ha a necessidade de rapida adaptacio principalmente em nivel
proteico. De maneira diferenciada aos demais eucariotos, estes
organismos apresentam um controle da expressdo génica em nivel
transcricional praticamente ausente. Desta forma, é somente durante ou
apos o passo de processamento do mRNA que o controle individual da
expressdo génica € possivel. No entanto, o controle pds transcricional,
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frequentemente envolve taxas diferenciais de degradacdo de RNA,
permitindo rdpidas mudangas nos niveis proteicos (ARCHER et al.,
2011).

Consistente com o controle pds transcricional, o genoma do 7.
brucei, por exemplo, codifica um grande nimero de possiveis
“proteinas ligadoras de RNA” (GAUDENZI, FRASCH, CLAYTON,
2005), incluindo algumas que sabidamente participam em algum
processo de diferenciacio (SUBOTA et al, 2011). Durante a
diferenciacdo, a passagem de formas replicativas a ndo replicativas
envolve uma série de mudangas no repertdrio proteico destes parasitos.
Por exemplo, em 7. cruzi durante a transi¢do de formas epimastigotas a
tripomastigotas ocorre uma diminui¢do substancial na quantidade de
proteinas ribossOmicas e proteinas associadas a replicacdo celular
(FRAGOSO et al., 1998, ATWOOD et al., 2005). Uma redugio na
capacidade de producgdo de proteinas parece ser consistente com o status
ndo replicativo da forma tripomastigota. Analises de microarranjo de
DNA também documentaram uma redugio significativa na expressao de
proteinas ribossomicas em formas metaciclicas de L. major (ALMEIDA
et al., 2004). De forma contraria, as formas nio replicativas e infectantes
apresentam niveis aumentados de enzimas e substratos relacionados a
defesa antioxidante, tais como triparedoxina e ascorbato redutase. Estas
mudancgas também sdo consistentes a uma pré adaptacdo destas formas
ao metabolismo oxidativo das células fagociticas no hospedeiro
mamifero (ATWOOD et al., 2005).
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2.4 CONCLUSOES

e Observa-se uma tendéncia global de reducdo nos niveis de
transcritos de quase todos os genes selecionados nos parasitos
durante o avanco do processo de diferenciacdo celular (TO para T8),
sendo esta reducdio estatisticamente significativa para os genes da
ES, HAL, Gim5A, mASAT e PFD2. Excetuam-se dessa tendéncia o
gene da calpaina cisteino peptidase. Diferentemente, os niveis de
PFD1 e FCaBP nos tempos avaliados sugerem que sua transcri¢ao
nao sofre alteracdes durante o processo de diferenciacdo in vitro;

¢ Das 13 proteinas selecionadas foi possivel, até o presente momento,
obter a expressdo de forma heter6loga da ES, HAL, MRP2, FCaBP,
KMP-11, CCP, PFDI1 e PFD3;

e Para quatro proteinas selecionadas; ES, HAL, MRP2 e a PFD1; ha
uma regulacdo de expressdo durante o processo de diferenciagcio
celular, sendo mais abundante nas formas epimastigotas que nas
demais;

e Ha correlagdo positiva entre os niveis de transcritos e os niveis de
expressdo proteica para as proteinas ES, HAL e FCaBP.
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CONSIDERA COES FINAIS

Com o passar dos anos, avangos continuos na drea da
protedmica tem sido observados, auxiliando na geracdo de informagdes
acerca dos organismos no que diz respeito a identificacdo de proteinas
bem como sua funcionalidade e organizagdo em seres Vvivos.

Neste estudo, a combinacdo de abordagens protedmicas
distintas (2DE, 1DE e sem gel) acoplada a espectrometria de massas
permitiu um incremento quali-quantitativo na identificacdo das proteinas
nas diferentes formas do 7. rangeli se comparado as andlises realizadas
isoladamente por cada método. Estas abordagens permitiram a geragdo
de um mapa protedmico detalhado do parasito e, em especial, do
processo de diferenciacdo de formas epimastigotes em tripomastigotas.

Ao total, foram identificadas 1.455 proteinas do T. rangeli, das
quais 13 foram avaliadas mais detalhadamente, evidenciando uma
participagdo em processos bioldgicos distintos e cruciais ao processo de
diferenciacdo celular.

Desta forma, a associacdo dos dados obtidos relativos a
protedmica do T. rangeli com os dados do genoma deste organismo irdo
aportar novas perguntas e novos conhecimentos ao longo dos préximos
anos.
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PERSPECTIVAS

e Obter as proteinas recombinantes GimSA, mASAT, AMA-1, PFD2
e PDF4;

e  Obter anticorpos monoclonais frente as proteinas ES, HAL, MRP2 e

PDF2;

Determinar o nimero de copias génomicas para as PFD;

Determinar a citolocalizag@o das PFD;

Realizar estudo de elucidacg@o estrutural para as PFD;

Realizar estudos bioquimicos/funcionais para entender a

importancia das proteinas durante o ciclo de diferenciacdo celular.
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APENDICE A

A.1. Tabela contendo todas as proteinas identificadas pelas trés abordagens protedmicas urilizadas neste estudo.

Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem i Celular
1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase | TR00190 | 46kDa | IDE 0 Mitocondria
2 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase TR02338 74 kDa 1DE 0 Mitocdndria
3 actin interacting protein-like protein TR05426 39 kDa 1DE / gel free 0 Mitocndria
4 adenylate kinase TR03040 | 22kDa | 1DE 0 Citosol
5 cytochrome b-domain protein TR06233 25 kDa 1DE 0 Citosol
6 cytochrome c oxidase subunit IX TRO03705 14 kDa 1DE 0 Mitocondria
7 cytochrome P450 TRO1631 | 67kDa | IDE 0 Citosol
8 deoxyhypusine synthase TR04560 | 51kDa | 1DE 0 Extracelular
9 dihydrolipoamide dehydrogenase TR04319 64 kDa 1DE 0 Mitocondria
0 Complexo de
10 Dnal chaperone protein TRO00466 84 kDa 1DE Golgi
0 Membrana
11 d-xylulose reductase TR02795 37 kDa 1DE Plasmatica
12 fatty acid desaturase TRO6644 | 35kDa | IDE/ gel free 0 Citosol
13 gamma-glutamylcysteine synthetase TRO05917 78 kDa 1DE 0 Citosol
14 glutathione synthetase TR04279 | 58kDa | 1DE 0 Citosol Niicleo
15 heat shock protein Dnal TR03944 36 kDa 1DE 0 Extracelular
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Codigos Localizacao

Proteinas de Acesso Abordagem Celular
16 helicase TR04665 | 109kDa | 1DE 0 Citosol
17 hypothetical protein TRO0016 31 kDa 1DE 0 Extracelular
18 hypothetical protein TR00235 | 32kDa | 1DE/ gel free 0 Citosol Niicleo
19 hypothetical protein TR00360 | 22kDa | 1DE 0 Mitocondria
20 hypothetical protein TRO0O0550 26 kDa 1DE 0 Extracelular
21 hypothetical protein TR00595 24 kDa 1DE 0 Extracelular
22 hypothetical protein TR00628 | 19kDa | 1IDE 0 Extracelular
23 hypothetical protein TR00722 16 kDa 1DE 0 Niicleo
24 hypothetical protein TRO0861 25 kDa 1DE 0 Niicleo
25 hypothetical protein TR0O1072 | 17kDa | 1DE 0 Extracelular
26 hypothetical protein TR01085 | 56kDa | 1DE 0 Citosol
27 hypothetical protein TRO1272 | 23kDa | 1DE 0 Niicleo
28 hypothetical protein TRO1281 30 kDa 1DE 0 Citosol Nucleo
29 hypothetical protein TR01748 | 66kDa | 1DE 0 Citosol
30 hypothetical protein TR02085 14 kDa 1DE 0 Citosol
31 hypothetical protein TRO02110 89 kDa 1DE 0 Nucleo

. ) 0 Membrapa

32 hypothetical protein TR02337 58 kDa 1DE Plasmética




151

Codigos Localizacao

Proteinas de Acesso Abordagem i Celular

33 hypothetical protein TR02339 | 25kDa | 1DE 0 Citosol
. ) ‘ 0 Membrgna

34 hypothetical protein TR02343 68 kDa 1DE / gel free Plasmadtica
35 hypothetical protein TR02400 | 27kDa | 1DE 0 Extracelular
36 hypothetical protein TR02567 94 kDa 1DE 0 Mitocondria
37 hypothetical protein TR02579 78 kDa 1DE 0 Nucleo
38 hypothetical protein TR02603 | 25kDa | 1DE 0 Mitocondria
39 hypothetical protein TR03827 | 70kDa | 1DE 0 Citosol Niicleo
40 hypothetical protein TR03939 67 kDa 1DE 0 Mitocondria
41 hypothetical protein TRO4141 49 kDa 1DE 0 Citosol
42 hypothetical protein TR04216 | 62kDa | 1DE 0 Niicleo
43 hypothetical protein TR04264 20 kDa 1DE 0 Extracelular
44 hypothetical protein TR04632 | 147kDa | 1DE 0 Citosol
45 hypothetical protein TR04964 | 21kDa | 1IDE 0 Citosol
46 hypothetical protein TR05529 | 32kDa | 1DE 0 Niicleo
47 hypothetical protein TR05560 32 kDa 1DE 0 Citosol
48 hypothetical protein TR05710 | 19kDa | 1DE 0 Niicleo
49 hypothetical protein TR05976 | 44kDa | 1DE 0 Mitocondria
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular

50 hypothetical protein TR06236 | 59kDa | 1DE 0 Niicleo
51 hypothetical protein TR06309 | 43kDa | IDE 0 Citosol

0 Membrana
52 hypothetical protein TRO06513 51kDa 1DE Plasmdtica

0 Membrana
53 hypothetical protein TR06580 257kDa | 1DE Plasmatica

0 Membrana
54 hypothetical protein TRO06584 55 kDa 1DE Plasmdtica

0 Membrana
55 hypothetical protein TR06656 380 kDa | 1DE Plasmatica
56 hypothetical protein TR07288 42 kDa 1DE 0 Citosol Nucleo
57 kinesin TR03704 | 32kDa | 1DE/ gel free 0 Citoesqueleto
58 lipin TRO0717 | 93kDa | 1DE 0 Nicleo
59 mercaptopyruvate sulfurtransferase TR06408 48 kDa 1DE 0 Extracelular
60 methyltransferase TRO1481 | 45kDa | 1DE 0 Extracelular
61 nitrilase TR03647 | 31kDa | 1DE 0 Mitocondria
62 O-sialoglycoprotein endopeptidase TR06640 40 kDa 1DE 0 Mitocondria
63 oxidoreductase TR03783 | 36kDa | IDE/ gel free 0 Mitocndria

0 Membrana
64 pantothenate kinase subunit TR04937 163 kDa | 1DE Plasmdtica
65 peroxin 14 TR04145 | 41kDa | 1DE 0 Niicleo
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Codigos Localizacao

Proteinas de Acesso Abordagem i Celular
66 peroxisome biogenesis factor 1 TR03995 | 101kDa | 1DE 0 Citosol
67 pumilio/PUF RNA binding protein 2 TR01907 | 100kDa | 1DE 0 Niicleo
68 ribosomal P protein AGP2beta-1 TR06483 | 19kDa | 1IDE 0 Citosol
69 ribulose-phosphate 3-epimerase TR02591 | 24kDa | 1DE 0 Citosol
o ;;gorzzll nrecogmtlon particle receptor like TRO2006 63 KDa IDE 0 Citosol
71 threonine dehydratase-like protein TRO1154 | 15kDa | 1IDE 0 Citosol

) 0 Reticulo .

72 TPR-repeat protein TR00045 62 kDa 1DE Endoplasmatico
73 translation initiation factor TR05217 38 kDa 1DE 0 Niicleo
74 trans-sialidase TRO7108 | 44kDa | 1DE 0 Extracelular
75 ubiquinone biosynthesis methyltransferase TRO02714 33 kDa 1DE 0 Citosol
76 ubiquitin-like protein TR03314 | 67kDa | 1DE 0 Niicleo
77 UDP-galactose 4-epimerase TR03741 | 42kDa | 1DE 0 Mitocondria
78 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase TRO1766 | 107 kDa | 1DE 2 Citosol
79 carnitine O-acetyltransferase TR03288 61 kDa 1DE / gel free 0,2 Nicleo
80 chaperone Dnal protein TR02336 54 kDa 1DE 2 Citosol
81 cyclin TR06245 | 23kDa | 1DE 2 Citosol Niicleo
82 cyclophilin TR0O1039 | 28kDa | 1DE 2 Niicleo
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular
83 cyclophilin TR02926 | 24kDa | 1DE 0.2 Extracelular
2 Membrana
84 cysteine protease TR03961 48 kDa 1DE Plasmadtica
85 cytochrome ¢ oxidase VIII (COX VIII) TR02037 19kDa | IDE 0.2 Mitocondria
developmentally regulated GTP-binding .
86 protein TR04532 | 41kDa | IDE 2 Citosol
87 dihydrolipoamide acetyltransferase precursor | TR00468 48 kDa 1DE 2 Mitocondria
88 dihydroxyacetone kinase 1 TR01006 | 62kDa | 1DE 0.2 Niicleo
DNA-directed RNA polymerase, alpha .
89 subunit TR02623 | 43kDa | IDE 2 Citosol
90 endoribonuclease L-PSP (pb5) TR01933 16kDa | IDE 2 Mitocondria
91 fatty acid desaturase TR03593 | 47kDa | 1DE/ gel free 0,2 Mitocondria
92 fatty acid elongase TR04288 33 kDa IDE 2 Citosol
93 fatty acyl CoA syntetase 1 TR00504 40 kDa 1DE 2 Citosol
2 Membrana
94 FG-GAP repeat protein TR02043 93 kDa 1DE Plasmdtica
95 glutamamyl carboxypeptidase TR06296 43 kDa 1DE / gel free 0,2 Citosol
96 glutaminyl-tRNA synthetase TR00668 | 67kDa | IDE/ gel free 0,2 Citosol
97 glutaredoxin-like protein TR00513 | 20kDa | 1DE 2 Mitocondria
) Membrana
98 GMP synthase TR02060 75 kDa 1DE Plasmatica
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem i Celular

5 Membrana
99 GPR1/FUN34/yaaH family TR06254 30 kDa 1DE Plasmatica

5 Membrana
100 hypothetical protein TROO155 45 kDa 1DE Plasmdtica
101 hypothetical protein TR00480 | 31kDa | 1DE 2 Mitocondria
102 hypothetical protein TRO0573 116 kDa | 1DE 2 Nucleo
103 hypothetical protein TRO00822 91 kDa 1DE 2 Nucleo
104 hypothetical protein TR0O0869 | 140kDa | 1DE 2 Citosol
105 hypothetical protein TRO1047 16 kDa IDE 0,2 Mitocondria
106 hypothetical protein TRO1286 71 kDa 1DE 2 Nucleo
107 hypothetical protein TRO1330 | 58kDa | 1IDE 2 Extracelular
108 hypothetical protein TRO1375 | 38kDa | 1DE 2 Extracelular
109 hypothetical protein TRO1446 14 kDa IDE 0,2 Nicleo

2 Membrana
110 hypothetical protein TRO1851 65 kDa 1DE Plasmdtica
111 hypothetical protein TR01999 16 kDa 1DE 0,2 Citosol
112 hypothetical protein TR02003 102 kDa | 1DE 2 Citosol Nicleo
113 hypothetical protein TR02099 | 81kDa | 1DE 2 Nicleo
114 hypothetical protein TR02219 | 129kDa | 1DE 2 Citosol
115 hypothetical protein TR02299 | 154kDa | 1DE 2 Nicleo
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular
116 hypothetical protein TR02307 | 89kDa | 1DE 2 Citosol
2 Membrana
117 hypothetical protein TR02348 24 kDa 1DE Plasmadtica
118 hypothetical protein TR02439 | 33kDa | 1DE 2 Citosol
119 hypothetical protein TR02618 14 kDa 1DE 2 Mitocondria
2 Membrana
120 hypothetical protein TR02907 117kDa | 1DE Plasmadtica
121 hypothetical protein TR02968 | 65kDa | 1DE 2 Citosol
122 hypothetical protein TRO03471 60 kDa 1DE 2 Nucleo
123 hypothetical protein TR03661 40 kDa IDE 0,2 Nicleo
124 hypothetical protein TR03712 | 155kDa | 1DE 2 Niicleo
125 hypothetical protein TR03801 | 15kDa | 1DE 2 Extracelular
2 Membrana
126 hypothetical protein TRO3819 145kDa | 1DE Plasmadtica
127 hypothetical protein TR03980 | 15kDa | 1IDE 2 Mitocondria
128 hypothetical protein TR04095 17 kDa IDE 0,2 Citosol Nicleo
129 hypothetical protein TRO04135 57 kDa 1DE 2 Nucleo
130 hypothetical protein TR04160 | 23kDa | 1IDE 2 Niicleo
131 hypothetical protein TR04254 | 33kDa | 1DE/ gel free 0,2 Citosol
132 hypothetical protein TR04538 | 179kDa | 1DE 2 Citosol
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem i Celular
133 hypothetical protein TR04759 | 16kDa | 1DE 2 Extracelular
2 Membrana
134 hypothetical protein TR04782 191 kDa | 1DE Plasmadtica
135 hypothetical protein TR04836 | 37kDa | 1DE 0,2 Citosol Niicleo
5 Membrana
136 hypothetical protein TR04923 34 kDa 1DE Plasmatica
137 hypothetical protein TR04936 41 kDa IDE 0,2 Mitocondria
138 hypothetical protein TR04966 | 28kDa | 1DE 2 Mitocondria
139 hypothetical protein TRO05033 27 kDa 1DE 2 Citosol
140 hypothetical protein TR05183 | 55kDa | IDE 2 Mitocondria
141 hypothetical protein TR05345 | 39kDa | 1IDE 2 Extracelular
142 hypothetical protein TR05423 | 104kDa | 1DE 2 Citosol
0.2 Membrana
143 hypothetical protein TR05484 128 kDa | 1DE i Plasmadtica
144 hypothetical protein TR05527 | 18kDa | 1DE 2 Niicleo
145 hypothetical protein TR05986 | 62kDa | 1DE 2 Citosol
146 hypothetical protein TR06336 | 193kDa | 1DE 2 Mitocondria
147 hypothetical protein TR06788 18 kDa 1DE 0,2 Citosol
148 hypothetical protein TRO06883 17 kDa 1DE 2 Citoesqueleto
0.2 Membrana
148 hypothetical protein TR06939 464 kDa | 1DE ’ Plasmatica
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular
5 Membrana
150 hypothetical protein TR0694 1 485kDa | 1DE Plasmatica
2 Membrana
151 hypothetical protein TR06954 65 kDa 1DE Plasmdtica
152 iron-sulfur cluster assembly protein TRO1562 18 kDa 1DE 2 Mitocondria
153 kinesin TR02206 | 122kDa | 1DE 2 Niicleo
154 lanosterol 14-alpha-demethylase TRO1535 | 60kDa | IDE/ gel free 0,2 Mitocondria
155 malate dehydrogenase TR03544 | 38kDa | 1DE 0,2 Mitocondria
156 mevalonate kinase TR04986 35kDa 1DE 0,2 Mitocondria
157 mitochondrial DNA topoisomerase I1 TR02138 138 kDa | 1DE 0,2 Citosol
158 mitochondrial elongation factor G TR05983 | 84kDa | 1IDE 2 Mitocondria
mitochondrial import inner membrane 2 Citosol
159 translocase subunit Tim17 TR02497 16 kDa 1DE 11080
2 Membrana
160 multidrug resistance protein E TR06921 148 kDa | 1DE Plasmdtica
161 nucleolar complex protein 2 TRO1438 | 51kDa | 1DE 2 Mitocondria
162 peptidase T TR02511 | 47kDa | 1DE 0,2 Citosol
163 peptide-methionine (S)-S-oxide reductase TR05106 17kDa | IDE 2 Mitocondria
164 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase TR0O0788 | 12kDa | 1DE 0.2 Mitocondria
5 Membrana
165 peroxisomal membrane protein 4 TR02822 29 kDa 1DE Plasmatica
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular
166 peroxisome assembly protein TRO1371 | 110kDa | 1DE 0,2 Mitocondria
phosphatidylinositol kinase related TOR-like .
167 |1 TR06093 | 292 kDa | IDE 0,2 Citosol
168 pre-mRNA-processing factor 8 TR02457 | 185kDa | 1DE 0,2 Niicleo
169 proliferative cell nuclear antigen (PCNA) TR04562 32 kDa 1DE / gel free 2 Niicleo
170 protein disulfide isomerase TR00993 16 kDa IDE 0,2 Extracelular
0.2 Membrana
171 protein kinase TR05956 127kDa | 1DE ’ Plasmdtica
172 Protein with unknown function TR02288 14 kDa 1DE / gel free 2 Mitoc6ndria
2 Membrana
173 receptor-type adenylate cyclase TRO7036 56 kDa 1DE Plasmdtica
174 replication factor A, 51kDa subunit TR03281 | 52kDa | 1DE 2 Citosol
2 Membrana
175 rhomboid-like protein TR04387 36 kDa 1DE Plasmadtica
176 ribonuclease II-like protein TR06650 101 kDa | 1DE 2 Niicleo
S-adenosylmethionine decarboxylase A
177 proenzyme TRO3913 | 42kDa | 2DE 2 Mitocondria
178 serine/threonine protein kinase TRO1673 33 kDa 1DE 0,2 Citosol
179 serine/threonine protein phosphatase type 5 TRO1305 53 kDa IDE / gel free 0.2 Citosol
structural maintenance of chromosome 3 0.2 Mitoctndria
180 protein TR04549 138 kDa | 1IDE i
181 telomerase-associated protein TR06699 175kDa | 1DE 0,2 Citosol
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular
182 trafficking protein particle complex subunit 3 | TR0O3780 | 21kDa | IDE 0,2 Citosol
183 translation initiation factor TR06124 52 kDa 1DE 2 Citosol
0.2 Reticulo
184 Trans-sialidase TRO06873 70 kDa 1DE ’ Endoplasmitico
185 tryparedoxin TR02786 | 22kDa | IDE 2 Nicleo
186 U-box domain protein TR00418 | 48kDa | 1DE 2 Citosol Niicleo
187 vesicule-associated membrane protein TRO03856 27 kDa 1DE 0,2 Citosol
188 zinc-finger protein ZPR1 TR06240 52kDa 1DE/ gelfree 0,2 Citosol
4 Membrana
189 ABC transporter TR02072 71 kDa 1DE Plasmadtica
190 acyl-CoA dehydrogenase TR02224 | 69kDa | 1DE 4 Mitocondria
4 Reticulo
191 ATP-dependent RNA helicase TR04252 80 kDa 1DE Endoplasmatico
192 calmodulin TRO1889 | 17kDa | gelfree 4 Citoesqueleto
enoyl-CoA hydratase, mitochondrial A
193 precursor TRO5658 | 28 kDa | IDE 4 Mitocondria
194 eukaryotic release factor 3 TR00938 59 kDa 1-D 4 Citosol Nicleo
195 glycerol-3-phosphate dehydrogenase TR03201 67 kDa 1DE 4 Mitocondria
196 glycine dehydrogenase TRO0769 | 106kDa | 1DE 0.4 Mitocondria
197 hypothetical protein TR00381 31kDa | 1DE 0,4 Extracelular
199 hypothetical protein TRO0808 27 kDa 1DE 4 Nucleo
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem i Celular

200 hypothetical protein TR00826 | 102kDa | 1DE 4 Mitocondria

4 Membrana
201 hypothetical protein TR00873 62 kDa 1DE Plasmadtica
202 hypothetical protein TRO1142 | 34kDa | 1DE 4 Mitocondria
203 hypothetical protein TRO1441 94 kDa 1DE 4 Citosol

4 Membrana
204 hypothetical protein TR0O1456 25 kDa 1DE Plasmadtica

4 Membrana
205 hypothetical protein TRO1533 103 kDa | 1DE Plasmdtica
206 hypothetical protein TRO1612 98 kDa 1DE 4 Citosol
207 hypothetical protein TRO1734 | 20kDa | 1DE 4 Extracelular
208 hypothetical protein TRO1765 | 25kDa | 1DE 4 Citosol
209 hypothetical protein TRO1935 15 kDa 1DE 4 Extracelular
210 hypothetical protein TR02522 65 kDa 1DE 4 Mitocondria
211 hypothetical protein TR02544 | 32kDa | IDE 4 Niicleo
212 hypothetical protein TR02607 | 63kDa | 1DE 4 Citosol
213 hypothetical protein TR02878 140 kDa | 1DE 4 Citosol
214 hypothetical protein TR03258 44 kDa 1DE 0,4 Nicleo
215 hypothetical protein TR03271 29kDa | IDE 0,4 Citosol Niicleo
216 hypothetical protein TR03339 29 kDa 1DE 4 Citosol




162

Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem i Celular
217 hypothetical protein TR03559 15 kDa 1DE 0,4 Extracelular
218 hypothetical protein TR03781 120kDa | 1DE 0,4 Citosol
219 hypothetical protein TR03806 | 27kDa | 1DE 4 Mitocondria
220 hypothetical protein TR0O3888 | 144kDa | 1DE 0.4 Mitocondria
4 Membrana
221 hypothetical protein TR03976 155kDa | 1DE Plasmadtica
222 hypothetical protein TR04073 | 27kDa | 1DE 0.4 Citosol Niicleo
223 hypothetical protein TR04691 | 49kDa | 1DE 4 Extracelular
224 hypothetical protein TR04791 118kDa | 1DE 0,4 Nicleo
225 hypothetical protein TR04828 28 kDa 1DE 4 Citosol
226 hypothetical protein TR05431 | 20kDa | 1DE 4 Citosol
0.4 Membrana
227 hypothetical protein TR05550 15 kDa 1DE i Plasmadtica
Extracelular
4 Membrana
228 hypothetical protein TR05722 149 kDa | 1DE Plasmdtica
229 hypothetical protein TRO5751 37 kDa IDE 0,4 Citosol
230 hypothetical protein TR05898 | 18kDa | IDE 4 Mitocondria
0.4 Reticulo
231 hypothetical protein TR06192 70 kDa 1DE i Endoplasmatico
232 hypothetical protein TR06241 13 kDa 1DE 4 Nucleo
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem i Celular
233 kinesin TR04991 | 93kDa | 1DE 4 Mitocondria
234 kinetoplast DNA-associated protein TR05866 21 kDa 1DE 4 Mitocdndria
235 mago nashi-like protein TR05908 | 19kDa | 1IDE 4 Citosol
236 Ei‘ﬁﬁﬁiﬁ;i?glﬁsa°°hm L2relpher TR05406 | S6kDa | IDE 4 Extracelular
237 MCAK-like kinesin TR05687 | 53kDa | IDE 4 Citosol
238 mitochondrial DNA polymerase I protein B | TR06113 | 159 kDa | 1DE 4 Mitocondria
239 NAD(P)-dependent oxidoreductase TR03303 33 kDa 1DE 0,4 Extracelular
240 OSM3-like kinesin TR00581 | 130kDa | 1DE 4 Citosol
241 paraflagellar rod protein TRO1222 33 kDa 1DE 4 Citosol
4 Mitocondria
242 phosphotransferase TRO7043 61 kDa 1DE Nicleo
243 prolyl oligopeptidase TRO5371 78 kDa 1DE 0,4 Niicleo
244 proteasome beta-1 subunit TR04407 | 31kDa | 1DE 0.4 Citosol Niicleo
245 proteasome regulatory ATPase subunit TRO0955 45 kDa 1DE 4 Citosol
246 Protein with unknown function TR00728 54 kDa 1DE 4 Mitocondria
247 ribose-phosphate pyrophosphokinase TR04952 82 kDa 1DE 0,4 Citosol
248 sedoheptulose-1,7-bisphosphatase TR02909 35 kDa 1DE 0,4 Niicleo
249 T-lymphocyte triggering factor TRO3641 | 54kDa | 1DE 4 Niicleo
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular
250 trans-sialidase TR07185 | 37kDa | 1DE 4 Mitocondria
tubulin binding protein cofactor A-like .
251 | protein TRO4019 | 15kDa | IDE/ gel free 0,4 Citosol
252 ubiquitin-conjugating enzyme E2 TRO1971 | 25kDa | IDE 0.4 Citosol
253 ubiquitin-conjugating enzyme protein TR02384 28 kDa 1DE 4 Niicleo
3-methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta 0.2 4 Membrana
subunit TR04558 67 kDa 1DE T Plasmadtica
254 60S ribosomal protein L37 TR02574 | 10kDa | Gel free 2,4 Citosol
255 6-phosphogluconolactonase TR00319 29kDa | IDE 0,2,4 Citosol
256 AAA ATPase TR02406 | 140kDa | 1DE 0,2,4 Mitocondria
24 Membrana
257 ABC transporter TRO06478 206 kDa | 1DE ’ Plasmdtica
258 acidocalcisomal pyrophosphatase TRO03555 48 kDa 1DE 6 Citosol
6 Membrana
259 acyl-CoA binding protein TR04072 83 kDa 1DE Plasmdtica
0.2.4 Membrana
260 acyltransferase TR03049 34 kDa 1DE > Plasmatica
261 ADP-ribosylation factor TRO0574 21kDa | IDE 0,2,4 Citosol
262 arginase TR05977 | 33kDa | IDE 0.2,4 Citosol
263 aspartyl-tRNA synthetase TR06488 | 32kDa | 1DE 2,4 Citoesqueleto
264 ATP-binding protein cassette protein TRO1030 77 kDa 1DE 2,4 Niicleo
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular
265 clathrin coat assembly protein TRO1470 | 56kDa | 1DE/ gel free 0,6 Citosol
0.2.4 Membrana
266 cystinosin TR04169 42 kDa 1DE 7 Plasmadtica
267 delta-adaptin TR02391 | 36kDa | IDE 6 Citosol
268 deoxyuridine triphosphatase TR02843 32kDa | 1DE 2,4 Citosol
269 dihydrolipoamide acetyltransferase TR00830 28kDa | 1DE 6 Mitocondria
270 DNA topoisomerase 11T TRO7169 | 95kDa | 1IDE 0,6 Citosol Ncleo
DNA-directed RNA polymerase I largest .
271 | subunit TR04242 | 204kDa | IDE 2,4 Citosol
272 electron transfer flavoprotein TR06341 30kDa | 1DE 2,4 Mitocondria
electron-transfer-flavoprotein, alpha A
273 polypeptide TRO3871 | 33kDa | IDE/ gel free 0,2,4 Mitocondria
24 Reticulo
274 elongation factor TR05906 76 kDa 1DE i Endoplasmadtico
275 endoplasmatic reticulum retrieval protein TR02422 14 kDa 1DE 6 Extracelular
enoyl-CoA hydratase/isomerase family A
276 | protein TR05930 | 30kDa | IDE 0,2,4 Mitocondria
eukaryotic translation initiation factor 3 (elF- 0.6 Citosol
271 3) interacting protein TR03933 56 kDa 1DE ’
278 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase TR06495 | 39kDa | 1IDE 2.4 Citosol
6 Complexo de
279 GPI inositol deacylase precursor TRO04373 63 kDa 1DE Golgi
280 guanylate kinase TR04148 | 24kDa | 1IDE 6 Citosol
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Codigos Localizacao

Proteinas de Acesso Abordagem i Celular
heat shock protein HsIVU, ATPase subunit A
281 | HslU TRO1986 | 54kDa | IDE 2,4 Mitocondria
282 histidyl-tRNA synthetase TR01739 | 53kDa | 1DE 6 Citosol
283 hypothetical protein TR0O0153 | 40kDa | 1DE 6 Citosol
284 hypothetical protein TR00313 12 kDa 1DE 6 Extracelular
285 hypothetical protein TR00333 61 kDa 1DE 6 Citosol Niicleo
286 hypothetical protein TR00996 | 82kDa | 1DE 6 Citosol
287 hypothetical protein TRO1115 | 17kDa | IDE/ gel free 0,2,4 Mitocondria
6 Membrana
288 hypothetical protein TRO1163 173 kDa | 1DE Plasmadtica
0.2.4 Membrana
289 hypothetical protein TR01220 87 kDa 1DE T Plasmdtica
290 hypothetical protein TRO1232 24 kDa IDE 2,4 Mitocondria
291 hypothetical protein TRO1377 37 kDa IDE 2,4 Citosol
292 hypothetical protein TR01475 | 81kDa | 1IDE 6 Niicleo
293 hypothetical protein TRO1524 | 84kDa | 1DE 6 Citosol
6 Membrana
294 hypothetical protein TRO1584 44 kDa 1DE Plasmadtica
295 hypothetical protein TRO1698 71 kDa IDE 0,2,4 Nicleo
296 hypothetical protein TR01702 | 97kDa | IDE 0,2,4 Citosol Ncleo
297 hypothetical protein TRO1715 | 18kDa | I1DE/ gel free 0,2,4 Citosol




Proteinas

Codigos
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Abordagem
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Localizacao
Celular

298 hypothetical protein TRO1738 49 kDa IDE 2,4 Citosol Nicleo
299 hypothetical protein TRO1827 27 kDa IDE 2,4 Nicleo
300 hypothetical protein TRO1849 | 115kDa | 1DE 6 Mitocondria
301 hypothetical protein TR02079 | 23kDa | 1DE 6 Niicleo
6 Membrana
302 hypothetical protein TR02214 49 kDa 1DE Plasmadtica
303 hypothetical protein TR02258 | 62kDa | IDE/ gel free 2,4 Citosol
304 hypothetical protein TR02326 | 128kDa | 1DE 6 Citosol
305 hypothetical protein TR02474 102 kDa | 1DE 6 Niicleo
6 Reticulo
306 hypothetical protein TR02493 40 kDa 1DE Endoplasmitico
0.2.4 Membrana
307 hypothetical protein TR02726 237kDa | 1DE > Plasmatica
308 hypothetical protein TR02816 | 46kDa | IDE 6 Niicleo
309 hypothetical protein TR02853 | 75kDa | 1DE 6 Citosol
6 Membrana
310 hypothetical protein TR03300 93 kDa 1DE Plasmatica
24 Membrana
311 hypothetical protein TR03598 14 kDa 1DE ’ Plasmdtica
312 hypothetical protein TR03824 | 42kDa | IDE 2,4 Nicleo
313 hypothetical protein TRO4002 | 90kDa | IDE/ gel free 0,2,4 Citosol Niicleo
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Localizacao

Proteinas

de Acesso

Abordagem

Celular

314 hypothetical protein TR04119 | 18kDa | IDE 0.2,4 Citosol Niicleo
315 hypothetical protein TRO04225 94 kDa 1DE 6 Citosol
316 hypothetical protein TR04392 | 22kDa | IDE/ gel free 0,2,4 Citosol Niicleo
317 hypothetical protein TR04474 | 65kDa | IDE 0,6 Mitocondria
318 hypothetical protein TR04497 21 kDa 1DE 6 Citosol
319 hypothetical protein TRO4662 | 12kDa | IDE/ gel free 0,2,4 Extracelular
320 hypothetical protein TR04866 | 22kDa | IDE/ gel free 0,2,4 Mitocondria
321 hypothetical protein TR04955 | 41kDa | 1DE 6 Citosol Niicleo
322 hypothetical protein TR05084 | 56kDa | 1DE/ gel free 0,2,4 Nicleo
323 hypothetical protein TR05174 | 138kDa | 1DE 6 Niicleo
324 hypothetical protein TR05248 | 12kDa | IDE 0.6 Extracelular
325 hypothetical protein TRO05445 48 kDa 1DE 2,4 Mitocondria
326 hypothetical protein TR05620 | 36kDa | 1DE 0,2,4 Nicleo
327 hypothetical protein TR05678 | 43kDa | 1DE 6 Extracelular
328 hypothetical protein TR05697 | 54kDa | 1DE/ gel free 0,6 Niicleo

. ] 6 Membrapa
329 hypothetical protein TR05842 74 kDa 1DE Plasmdtica
330 hypothetical protein TR06085 | 43kDa | 1DE 6 Niicleo
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular
331 hypothetical protein TRO6166 | 28kDa | IDE/ gel free 0,2,4 Citosol
332 hypothetical protein TR06294 | 14kDa | 1DE 6 Mitocondria
0.2.4 Membrana
333 hypothetical protein TRO6514 195 kDa | 1DE T Plasmdtica
24 Membrana
334 hypothetical protein TR0O6617 286 kDa | 1DE i Plasmatica
335 hypothetical protein TR06659 281 kDa | 1DE 2,4 Niicleo
336 hypothetical protein TR07251 | 48kDa | 1DE 6 Niicleo
337 isopentenyl-diphosphate delta-isomerase TRO7101 39 kDa 1DE 2,4 Citosol
338 kinesin TRO1444 | 212kDa | IDE 0,2,4 Citosol
338 kinesin TR05621 | 76kDa | 1DE 0,2,4 Niicleo
340 kynureninase TR03736 | 52kDa | 1DE 6 Mitocondria
341 leucine rich TR02575 | 74kDa | IDE/ gel free 0,2,4 Nicleo
342 methionine aminopeptidase 2 TR03897 | 52kDa | 1DE 6 Citosol
343 mitochondrial carrier protein TR04354 | 35kDa | 1DE/ gel free 0,2,4 Citosol
344 myo-inositol-1-phosphate synthase TRO1103 62 kDa IDE / gel free 0,2,4 Peroxisomo
345 N-acetyltransferase subunit Natl TRO1853 82 kDa 1DE 2,4 Niicleo
24 Reticulo
346 nucleolar protein TRO0978 68 kDa 1DE ’ Endoplasmitico
347 nucleolar RNA helicase II TR05524 71 kDa IDE 2,4 Nicleo



170

Codigos Localizacao

Proteinas de Acesso Abordagem Celular

348 nucleoside diphosphate kinase TR0O0874 | 39kDa | 1DE 6 Citosol
) 0.2.4 Membra.na

349 nucleoside transporter TR00386 49 kDa 1DE 7 Plasmadtica
350 oxidoreductase-protein TR00080 | 22kDa | 1DE 6 Mitocondria
351 paraflagellar rod protein TR01948 63 kDa 1DE 6 Citosol
352 Eﬁgsgomam containing phosphoglycerate TRO44SG S kDa IDE 0.2.4 Citosol

Peptidy?—prolyl cis-trans isomerase NIMA- 6 Citosol
353 interacting 4 TR06563 13 kDa 1DE
354 phosphatidylinositol kinase related TOR1 TR06561 | 273kDa | 1DE 0,2,4 Nicleo
355 phosphoribosylpyrophosphate synthetase TR02929 43 kDa 1DE 6 Citosol Nucleo
356 protein farnesyltransferase TR02648 | 64kDa | 1DE 6 Niicleo
357 protein kinase TR06510 | 76kDa | IDE 0,6 Nicleo
358 Protein with unknown function TR00422 9 kDa 1DE 6 Extracelular
359 pumilio-repeat, RNA-binding protein TR0O1606 78 kDa 1DE 2,4 Nucleo
360 ribonuclease marl TR0O0916 | 21kDa | IDE 0.2,4 Mitocondria
361 RNA polymerase I second largest subunit TR03682 179 kDa | 1DE 0,2,4 Nucleo
362 serine/threonine protein kinase TR05729 | 45kDa | 1DE/ gel free 2,4 Citosol Niicleo
363 signal peptidase protein type I TR02668 | 23kDa | 1DE 6 Citosol
364 small nuclear ribonucleoprotein Sm-G TR02253 9 kDa 1DE 6 Citosol
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Localizacao
Celular

365 (SMC) family protein TRO3118 | 143kDa | IDE 0.2,4 Citosol

366 surface protease GP63 TRO7141 | 66kDa | IDE/ gel free 0,2,4 Mitocondria

367 syntaxin TR06065 | 35kDa | 1DE 6 Citosol

368 {RNA exportin TR03220 | 123kDa | IDE 2,4 Citosol

o o 0.2.4 Membra.na

369 ubiquitin-activating enzyme E1 TRO1716 55 kDa 1DE T Plasmadtica

370 ADP-ribosylation factor TR0O0687 | 21kDa | 1DE 0.2,6 Mitocondria

371 aspartyl-fRNA synthetase TR05583 | 22kDa | IDE/ gel free 2,6 Mitocondria

372 ATP-dependent RNA helicase DDX5/DBP2 | TR04711 | 66kDa | IDE 2,6 Niicleo

373 ATP-dependent zinc metallopeptidase TRO05030 65 kDa 1DE 2,6 Nucleo

374 ?iiiff ge and polyadenylation specificlty TR04999 | 159kDa | 1DE 2,6 Citosol

375 deoxyhypusine synthase TR00528 38 kDa 1DE 0,2,6 Citosol

376 dynein light chain TR0O0988 | 11kDa | 1DE 8 Citosol

377 dynein light chain Ic6, flagellar outer arm TR04795 11kDa | IDE 8 Citosol

378 endoplasmic reticulum oxidoreductin TR05034 52 kDa 1DE 0.8 Extracelular
heat shock protein HsIVU, ATPase subunit 0.2.6 Mitocondria

379 HslU TR04483 | 52kDa | 1DE/ gel free o

380 hypothetical protein TR00127 | 56kDa | 1DE 8 Niicleo

381 hypothetical protein TROO191 48 kDa 1DE 8 Mitocondria
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Proteinas de Acesso Abordagem Celular
382 hypothetical protein TR00198 | 53kDa | 1DE 8 Niicleo
383 hypothetical protein TR00218 31 kDa IDE 2,6 Citosol
384 hypothetical protein TR00383 100kDa | 1DE 0,8 Niicleo
385 hypothetical protein TR00723 | 113kDa | 1DE 8 Niicleo
386 hypothetical protein TR00790 17 kDa 1DE 8 Extracelular
387 hypothetical protein TR00911 124kDa | IDE 8 Extracelular
388 hypothetical protein TR00939 | 27kDa | 1DE 8 Mitocondria
389 hypothetical protein TRO1084 181 kDa | 1DE 0,8 Citosol
3 Membrana
390 hypothetical protein TRO1095 99 kDa 1DE Plasmadtica
26 Membrana
391 hypothetical protein TRO1448 16 kDa 1DE ’ Plasmdtica
0.2.6 Membrana
392 hypothetical protein TRO1554 13 kDa 1DE T Plasmadtica
393 hypothetical protein TRO1615 | 14kDa | IDE/ gel free 0,8 Citosol Niicleo
394 hypothetical protein TRO1879 | 42kDa | 1DE 8 Citosol Niicleo
395 hypothetical protein TRO1946 | 22kDa | IDE/ gel free 0,8 Citosol
396 hypothetical protein TR0O1973 | 27kDa | 1DE 8 Citosol
397 hypothetical protein TR02004 30 kDa 1DE 2,6 Citosol
398 hypothetical protein TR02106 29 kDa 1DE 8 Citosol
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Proteinas de Acesso Abordagem i Celular
399 hypothetical protein TR02203 | 118kDa | 1DE 8 Mitocondria
0.2.6 Membrana
400 hypothetical protein TR02212 37 kDa 1DE / gel free T Plasmadtica
401 hypothetical protein TR02488 | 29kDa | 1DE 8 Citosol
402 hypothetical protein TR02491 | 34kDa | 1DE 8 Citosol Niicleo
403 hypothetical protein TR02505 71 kDa 1DE 8 Mitocondria
404 hypothetical protein TR02519 83 kDa 1DE 0,8 Citosol
405 hypothetical protein TR02521 | 104kDa | 1DE 8 Citosol
406 hypothetical protein TR02992 16 kDa 1DE 8 Mitocondria
3 Membrana
407 hypothetical protein TRO3112 11 kDa 1DE Plasmdtica
408 hypothetical protein TR03377 | 67kDa | IDE 2,6 Citosol
409 hypothetical protein TR03527 | 13kDa | 1DE 8 Extracelular
410 hypothetical protein TR03537 | 23kDa | 1DE 8 Niicleo
411 hypothetical protein TR03779 | 57kDa | 1DE 8 Niicleo
412 hypothetical protein TR04067 104kDa | 1DE 0,8 Citosol
0.2.6 Membrana
413 hypothetical protein TR04906 171 kDa | 1DE T Plasmdtica
414 hypothetical protein TR04958 55kDa 1DE 0,2,6 Mitocondria
415 hypothetical protein TR05201 8 kDa 1DE 8 Mitocondria
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Proteinas de Acesso Abordagem i Celular
416 hypothetical protein TR05428 | 98kDa | 1DE 8 Niicleo
417 hypothetical protein TR05619 120 kDa | 1DE 2,6 Niicleo
418 hypothetical protein TR05689 | 13kDa | 1DE 8 Citosol
419 hypothetical protein TR05755 | 27kDa | 1DE 8 Niicleo
420 hypothetical protein TRO05830 11 kDa 1DE 8 Extracelular
421 hypothetical protein TR06311 106 kDa | 1DE 2,6 Niicleo
422 hypothetical protein TR06511 | 52kDa | 1IDE 8 Niicleo
0.2.6 Membrana
423 hypothetical protein TR06529 188 kDa | 1DE »7 Plasmatica
424 hypothetical protein TR06631 23 kDa 1DE 8 Extracelular
425 hypothetical protein TR06837 | 44kDa | 1DE 8 Niicleo
426 mitogen activated protein kinase TR04475 48 kDa 1DE 8 Citosol
0.2.6 Membrana
427 multidrug resistance protein A TR06843 172kDa | 1DE T Plasmdtica
N-acetylglucosamine-6-phosphate A
428 | deacetylase-like protein TR02565 | 47kDa | IDE 0.2,6 Mitocondria
3 Mitocdndria
429 phosphoinositide-specific phospholipase C TR06642 80 kDa 1DE Niicleo
430 phosphonopyruvate decarboxylase TR03822 47 kDa 1DE 0,8 Extracelular
431 protein transport protein Sec23 TR00644 97 kDa 1DE 8 Niicleo
432 Protein with unknown function TRO0856 12 kDa 1DE 8 Mitocondria
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular
433 Protein with unknown function TR04220 | 15kDa | 1DE/ gel free 0,2,6 Mitocondria
434 Protein with unknown function TRO05525 42 kDa 1DE 2,6 Niicleo
435 RNA editing complex protein MP63 TRO1506 65 kDa 1DE 8 Niicleo
436 small GTP-binding protein Rab18 TR0O1267 | 24kDa | 1DE Mitocondria
437 small nuclear ribonucleoprotein Sm-F TRO5170 8 kDa 1DE 8 Citosol
438 SNF-7-like protein TR05970 | 25kDa | IDE 8 Mitocondria
439 surface protease GP63 TR07054 | 38kDa | 1DE 8 Mitocondria
440 ubiquitin hydrolase TRO1462 134kDa | IDE 0,2,6 Citosol
ubiquitin-conjugating enzyme variant Kua 0.8 Membrana
441 like proteinue TRO0O0105 31 kDa 1DE ’ Plasmadtica
26 Membrana
442 vacuolar ATP synthase TR00228 20 kDa 1DE ’ Plasmdtica
26 Membrana
443 vacuolar transporter chaperone [T.rangeli] TR03978 20 kDa 1DE i Plasmadtica
444 aminopeptidase TR03293 | 60kDa | IDE/ gel free 0,2,8 Niicleo
445 calpain-like cysteine peptidase TR00426 | 17kDa | IDE 0.4,6 Mitocondria
446 chaperone Dnal protein TR03846 23 kDa 1DE / gel free 2,8 Mitocondria
447 glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor TR01942 | 43kDa | 1DE/ gel free 4,6 Citosol
448 guanine deaminase TR0O2197 | 51kDa | IDE 2,8 Citoesqueleto
0.4.6 Membrana
449 H+-transporting ATPase TRO7115 57 kDa 1DE / gel free T Plasmatica
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Proteinas de Acesso Abordagem i Celular
450 hypothetical protein TR00227 | 23kDa | IDE 2,8 Citosol
451 hypothetical protein TR01626 | 109 kDa | 1DE 2,8 Niicleo
452 hypothetical protein TR02067 | 40kDa | IDE 2,8 Citosol
453 hypothetical protein TR02377 | 28kDa | IDE 0.2,8 Mitocondria
454 hypothetical protein TR02730 | 50kDa | IDE/ gel free 2,8 Mitocondria
455 hypothetical protein TR02876 143 kDa | 1DE 4,6 Niicleo
456 hypothetical protein TR02896 | 141kDa | 1DE 0,2,8 Niicleo
457 hypothetical protein TR03363 72 kDa 1DE 2,8 Niicleo
458 hypothetical protein TRO04217 101 kDa | 1DE 0,2,8 Niicleo
459 hypothetical protein TR04238 | 40kDa | IDE 0.4,6 Extracelular
460 hypothetical protein TR04267 | 30kDa | IDE 4,6 Nicleo
461 hypothetical protein TR04588 | 15kDa | IDE 4,6 Niicleo
462 hypothetical protein TRO4716 | 22kDa | IDE/ gel free 2,8 Extracelular
463 hypothetical protein TR05945 | 39kDa | 2DE /1DE 0,2,8 Citosol
464 hypothetical protein TR06368 | 236kDa | IDE 0,2,8 Extracelular
465 hypothetical protein TR06486 | 30kDa | 1DE 0,2,8 Nicleo
466 lactoylglutathione lyase-like protein TRO0965 16kDa | IDE 0,2,8 Mitocondria
467 methylthioadenosine phosphorylase TR03256 | 33kDa | 1DE 4.6 Citosol
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Codigos Localizacao
Proteinas de Acesso Abordagem Celular

468 NGG interacting factor 3 TR0O1249 | 31kDa | 1DE 2,8 Extracelular
469 nuclear receptor binding protein factor TR02582 36 kDa 1DE 2,8 Mitocondria
470 phosphatase-like protein TR02839 | 24kDa | 2DE/IDE/ gel free 0,4,6 Mitocondria

4.6 Membrana
471 Protein with unknown function TRO3110 91 kDa 1DE ’ Plasmdtica
472 Protein with unknown function TR04152 32 kDa 1DE 2,8 Extracelular
473 RNA binding protein rggm TR06422 22 kDa 1DE / gel free 02,8 Niicleo
474 RNA-binding protein TR00782 | 45kDa | 1DE/ gel free 0,2,8 Citosol
475 small nuclear ribonucleoprotein TRO5007 12 kDa 1DE 0.4,6 Citosol

28 Membrana
476 ubiquitin fusion degradation protein 2 TR00237 114 kDa | 1DE ’ Plasmdtica
477 ubiquitin ligase TR06031 143 kDa | 1DE 4,6 Citosol
478 vacuolar protein sorting-associated protein TRO03142 64 kDa 1DE 4,6 Nicleo
479 adenylate kinase TR04874 28kDa | IDE 0,2,4,6 Citosol

4.8 Membrana
480 ankyrin repeat protein TRO6015 260 kDa | 1DE ’ Plasmdtica

2.4.6 Reticulo
481 arginyl-tRNA synthetase TR00604 84 kDa 1DE » Endoplasmadtico
482 beta-adaptin TR00787 | 106 kDa | IDE 2,4,6 Nicleo

cleavage and polyadenylation specificity .

483 | factor subunit TR04263 | 78kDa | IDE 2,46 Citosol
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Proteinas de Acesso Abordagem Celular
484 cytochrome c oxidase copper chaperone TRO0416 8 kDa 1DE 4.8 Extracelular
485 cytochrome c oxidase VII TRO0781 19 kDa 1DE 0,2,4,6 Mitocondria
486 endo-beta-N-acetylglucosaminidase TRO1367 118 kDa | 1DE 4,8 Extracelular
487 endosomal trafficking protein RME-8 TR04849 | 119kDa | 1DE 2,4,6 Citosol

gluposanﬂnt?-fructose-6-phosphate 0.4.8 Membrgna
488 aminotransferase TR0O5065 82 kDa 1DE T Plasmdtica
489 heat shock protein 70 TR05103 | 37kDa | 1DE 2,4,6 Citoesqueleto
490 hypothetical protein TR0O0057 | 18kDa | IDE 4,8 Mitocondria
491 hypothetical protein TR00252 33 kDa 1DE 0.4,8 Niicleo
492 hypothetical protein TR00489 27 kDa 1DE 4,8 Citosol Niicleo
493 hypothetical protein TR0O0543 | 22kDa | IDE 0.2,4,6 Extracelular
494 hypothetical protein TR00627 | 188kDa | 1DE 0.2,4,6 Citosol
495 hypothetical protein TR00630 | 80kDa | IDE 4,8 Citosol
496 hypothetical protein TR00995 | 29kDa | IDE 0.2,4,6 Mitocondria

. ) 4.8 Reticulo .

497 hypothetical protein TR01022 125kDa | 1DE i Endoplasmatico
498 hypothetical protein TRO1104 34 kDa 1DE 4,8 Niicleo
499 hypothetical protein TRO1279 | 181kDa | 1DE 0,2,4,6 Niicleo
500 hypothetical protein TRO1336 | 23kDa | 1DE 0.2,4,6 Citoesqueleto
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501 hypothetical protein TR0O1572 | 18kDa | 1DE 0.2,4,6 Nicleo
502 hypothetical protein TRO1662 | 49kDa | 1DE 2,4,6 Nicleo
503 hypothetical protein TRO1794 | 23kDa | IDE 0.2,4,6 Mitocondria
504 hypothetical protein TR02051 | 26kDa | IDE 2,4,6 Extracelular
505 hypothetical protein TR02425 65 kDa 1DE 4,8 Citosol Niicleo
506 hypothetical protein TR03129 | 131kDa | 1DE 4.8 Niicleo
507 hypothetical protein TR03472 | 18kDa | IDE/ gel free 0,4.8 Extracelular
508 hypothetical protein TR03584 | 55kDa | IDE 4,8 Extracelular
509 hypothetical protein TR03626 | 22kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6 Citosol
510 hypothetical protein TR03709 | 110kDa | IDE 2,4,6 Citosol
511 hypothetical protein TR03728 | 13kDa | IDE 0.2,4,6 Citosol
512 hypothetical protein TR03931 35 kDa 1DE 0.2,4,6 Citosol

. ] 0.2.4.6 Membrqna

513 hypothetical protein TR04071 231kDa | 1DE T Plasmdtica
514 hypothetical protein TR04317 | 39kDa | 1DE 0,2,4,6 Mitocondria
515 hypothetical protein TR04733 120kDa | 1DE 0,4,8 Mitocondria
516 hypothetical protein TRO5119 | 89kDa | 1DE 0.4,8 Citosol
517 hypothetical protein TR05251 | 71kDa | 1DE 0.2,4,6 Nicleo
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518 hypothetical protein TR05475 | 45kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6 Mitocondria
519 hypothetical protein TR05487 | 10kDa | IDE/ gel free 4.8 Citosol
520 hypothetical protein TR05523 | 16kDa | IDE 0.2,4,6 Extracelular
521 hypothetical protein TRO5615 | 29kDa | IDE 2,4,6 Nicleo
522 hypothetical protein TR0O5690 177 kDa | 1DE 0.2,4,6 Citosol
523 hypothetical protein TR05961 59 kDa 1DE 4.8 Niicleo
524 hypothetical protein TR06129 | 134kDa | IDE 0.2,4,6 Citosol
525 hypothetical protein TR06162 189 kDa | 1DE 0,2,4,6 Niicleo
526 hypothetical protein TRO6184 | 47kDa | IDE/ gel free 4.8 Nicleo
527 hypothetical protein TR06297 | 52kDa | IDE 0.4,8 Citosol Niicleo
528 mitochondrial DNA polymerase I protein C | TR01990 | 164kDa | 1DE 0,4,8 Niicleo
529 NADH-cytochrome B5 reductase TR03364 | 32kDa | 2DE /IDE 0,2,4,6 Extracelular
530 otubain TR04864 | 30kDa | 1DE 4,8 Citosol
) 0.2.4.6 Membrapa
531 oxidoreductase TR06940 43 kDa 1DE / gel free T Plasmatica
. ) ‘ 0.2.4.6 Membrgna
532 procyclic form surface glycoprotein TR02432 44 kDa 1DE / gel free T Plasmadtica
533 profilin TRO1080 | 16kDa | IDE 0.2,4,6 Nicleo
534 pumilio/PUF RNA binding protein 6 TR05883 | 68kDa | 1IDE 0,4,8 Mitocondria
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535 replication Factor A 28 kDa subunit TRO5810 | 29kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6 Citosol
536 ribose 5-phosphate isomerase TR04687 17kDa | 1DE 0,2,4,6 Citosol
537 ribosomal protein L24 TR05424 | 15kDa | 1IDE 0,2,4,6 Niicleo
538 ribosomal protein $26 TR00968 | 13kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6 Niicleo
538 RuvB-like DNA helicase TR00700 | 50kDa | IDE 0.2,4,6 Citosol
540 serine/threonine protein kinase TR05574 27kDa | 1DE 2,4,6 Mitocondria
541 small subunit ribosomal protein S27Ae TR06496 | 20kDa | 1DE 0,2,4,6 Mitocondria

solute carrier family 30 (zinc transporter), » 0.2.4.6 Membra.na
542 member 2 TR06970 47 kDa 1DE / gel free T Plasmatica
543 trans-sialidase TRO1056 | 73kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6 Extracelular
544 tyrosyl or methionyl-tRNA synthetase TRO1178 | 26kDa | 2DE /IDE 0,2,4,6 Citosol
545 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase TR04039 26kDa | 1DE 4.8 Citoesqueleto
546 ubiquitin hydrolase TR06291 | 52kDa | IDE 0,4,8 Nicleo
4 ;/gcuolar protein sorting-associated protein TRO2969 00 kDa IDE 4.8 Citosol
548 vesicular-fusion ATPase-like protein TRO1265 97kDa | 1DE 0,2,4,6 Extracelular
549 25 kDa translation elongation factor 1-beta TR03422 21kDa | 2DE 6,8 Mitocondria
550 268 proteasome regulatory subunit N11 TR04555 | 34kDa | 1IDE 0,2,4,8 Citosol Niicleo
551 aspartyl aminopeptidase TR02762 | 48kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,8 Citoesqueleto
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552 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase TR05054 45 kDa IDE 0,6,8 Niicleo
6.8 Membrana
553 ATP-dependent zinc metallopeptidase TR02486 88 kDa 1DE ’ Plasmadtica
554 biotin/lipoate protein ligase TR04409 | 26kDa | 1DE 0,2,4,8 Citosol
555 calcium-binding protein TRO1217 43 kDa 1DE 6,8 Citosol
556 calpain cysteine peptidase TR05649 82 kDa IDE / gel free 6,8 Citosol Niicleo
COP-coated vesicle membrane protein p24 6.8 Membrana
557 precursor TRO1260 25 kDa 1DE ’ Plasmdtica
558 cysteine peptidase C (CPC) TRO4674 | 39kDa | IDE/ gel free 0,2,4,8 Extracelular
559 dynein heavy chain TRO1219 64kDa | IDE 0,2,4,8 Niicleo
560 dynein light chain TR06303 13 kDa IDE 0,6,8 Citosol
561 ecotin TRO1503 | 20kDa | IDE/ gel free 6,8 Extracelular
eukaryotic translation initiation factor 2 .
562 | subunit TR04608 | 52kDa | 1DE 0.2,4.8 Citosol
6.8 Membrana
563 folate/pteridine transporter TRO6916 76 kDa 1DE ’ Plasmdtica
564 heat shock protein 20 TRO4685 | 16kDa | IDE/ gel free 0,2,4,8 Citosol Niicleo
565 hypothetical protein TR00033 25kDa | IDE 0,2,4,8 Mitocondria
566 hypothetical protein TR00085 80 kDa IDE 6,8 Niicleo
567 hypothetical protein TRO0147 | 36kDa | IDE/ gel free 6,8 Citosol
568 hypothetical protein TRO00583 14kDa | IDE 0,2,4,8 Mitocdndria
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569 hypothetical protein TRO1161 | 55kDa | IDE/ gel free 0,2,4,8 Mitocondria
570 hypothetical protein TRO1424 22 kDa 1DE 0,2,4,8 Citosol
571 hypothetical protein TRO1617 | 76kDa | IDE 6,8 Extracelular
572 hypothetical protein TRO1788 | 19kDa | IDE/ gel free 0,2,4,8 Citosol
573 hypothetical protein TROI866 | 58kDa | IDE/ gel free 0,2,4,8 Mitocondria
574 hypothetical protein TRO1899 | 43kDa | 1DE/ gel free 2,4,8 Citosol
575 hypothetical protein TRO1915 | 48kDa | 2DE /1DE 6,8 Citosol
576 hypothetical protein TR01928 164 kDa | 1DE 0,2,4,8 Niicleo
577 hypothetical protein TR02008 30 kDa 1DE 6,8 Citosol
578 hypothetical protein TR02089 | 19kDa | IDE/ gel free 2,4,8 Citosol
579 hypothetical protein TR0O2146 53 kDa 2DE/ 1DE / gel free 2,4,8 Nicleo
580 hypothetical protein TRO02158 12 kDa 1DE 6,8 Citosol Niicleo
581 hypothetical protein TR02608 27 kDa 1DE 6,8 Niicleo
582 hypothetical protein TR02842 | 51kDa | IDE/ gel free 0,2,4,8 Citosol Niicleo
583 hypothetical protein TR02980 | 54kDa | 1DE 0,2,4,8 Citosol
584 hypothetical protein TR0O3305 | 34kDa | IDE 0,2,4,8 Mitocondria
585 hypothetical protein TR0O3614 | 11kDa | IDE 6,8 Citosol
586 hypothetical protein TRO3645 | 26kDa | IDE/ gel free 2,4,8 Niicleo
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587 hypothetical protein TR03830 | 31kDa | IDE/ gel free 6,8 Niicleo
588 hypothetical protein TR03840 | I5kDa | IDE/ gel free 2,4,8 Extracelular
589 hypothetical protein TR03891 | 101kDa | IDE 6,8 Citosol
590 hypothetical protein TR03971 | 20kDa | IDE 6,8 Citosol Niicleo
591 hypothetical protein TR04212 | 108kDa | IDE/ gel free 2,4,8 Citosol Niicleo
592 hypothetical protein TRO04251 13 kDa 1DE 0,6,8 Extracelular
593 hypothetical protein TR04453 | 27kDa | 1DE 2,4,8 Citosol
594 hypothetical protein TR04490 | 99kDa | IDE/ gel free 0,2,4,8 Citosol
595 hypothetical protein TR04531 21 kDa 1DE 0,2,4,8 Peroxisomo
596 hypothetical protein TR04996 | 12kDa | 1IDE 0,6,8 Citosol
597 hypothetical protein TR05140 | 78kDa | 1DE 0,2,4,8 Citosol
598 hypothetical protein TRO5167 22 kDa 1DE 2,4,8 Citosol
599 hypothetical protein TRO5179 147 kDa | 1DE 0,2,4,8 Niicleo
600 hypothetical protein TR05972 | 60kDa | IDE/ gel free 6,8 Mitocondria
601 hypothetical protein TRO6160 | 232kDa | IDE 0,2,4,8 Extracelular
602 hypothetical protein TR06354 | 56kDa | IDE/ gel free 6,8 Nicleo
603 hypothetical protein TR06692 | 45kDa | IDE 6,8 Citosol Niicleo
604 inosine-5'-monophosphate dehydrogenase TR05816 | 56kDa | 2DE/IDE/gelfree | 02438 Citosol Nicleo
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605 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase TRO5165 12 kDa 1DE / gel free 0,6,8 Citosol Nucleo

606 phenylalanyl-tRNA synthetase TR03792 71kDa | IDE 0,2,4,8 Citosol

607 proteasome beta 2 subunit TRO0498 | 23kDa | IDE/ gel free 0,2,4,8 Extracelular

608 proteasome regulatory ATPase subunit 2 TR04941 49 kDa IDE / gel free 2,4,8 Niicleo

609 protein phosphatase 2C TR04896 | 29kDa | 1DE/ gel free 2,4,8 Extracelular
0.2.4.8 Membrana

610 Protein with unknown function TRO1065 17 kDa 1DE T Plasmatica

611 Protein with unknown function TR04025 | 18kDa | IDE 6,8 Citosol

612 Protein with unknown function TR04953 38 kDa 1DE / gel free 2,4,8 Nicleo
0.2.4.8 Membrana

613 Protein with unknown function TR05298 29 kDa 1DE / gel free T Plasmatica

614 Protein with unknown function TR06159 | 14kDa | IDE/ gel free 2,4,8 Mitocondria

615 ribosomal protein S29 TRO1005 7 kDa IDE 6,8 Extracelular

616 RNA helicase TRO1183 | 238kDa | IDE 0,2,4,8 Niicleo

617 small nuclear ribonucleoprotein SmD2 TR0O5508 | 12kDa | 1DE 0,6,8 Citosol Niicleo

618 ubiquitin-like protein TRO1704 | 34kDa | IDE/ gel free 0,2,4,8 Extracelular

619 valyl-tRNA synthetase TR03936 43kDa | IDE 0,2,4,8 Citosol

620 60S acidic ribosomal protein TR00044 26 kDa 1DE 2,6,8 Niicleo

621 adenylosuccinate lyase TRO0907 | 52kDa | IDE/ gel free 0,2,6,8 Citosol
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) 26,8 Membra.na
622 ATP synthase TR0O0774 54 kDa 1DE / gel free > Plasmatica
623 hypothetical protein TR00732 26 kDa 1DE 0,2,6,8 Niicleo
624 hypothetical protein TRO1326 | 57kDa | IDE 2,6,8 Mitocondria
625 hypothetical protein TRO1502 152 kDa | 1DE 0,2,6,8 Citosol
626 hypothetical protein TRO3316 | 33kDa | 2DE 0,2,6,8 Mitocondria
627 hypothetical protein TRO3651 | 34kDa | IDE/ gel free 0,2,6,8 Mitocondria
628 hypothetical protein TR04988 | 36kDa | IDE 0.2,6,8 Extracelular
629 NADH-cytochrome BS5 reductase TRO05530 34 kDa 1DE 0,2,6,8 Extracelular
630 outer arm dynein TR03003 13 kDa IDE 2,6,8 Citosol
631 proteasome regulatory non-ATPase subunit TRO0607 32 kDa 1DE 0,2,6,8 Citosol
632 proteasome regulatory non-ATPase subunit 7 | TR04743 46 kDa 1DE / gel free 2,6,8 Citosol
633 pyroglutamyl-peptidase I (PGP) TR02989 26 kDa 1DE 0,2,6,8 Citosol
634 UV excision repair RAD23-like protein TR05052 | 39kDa | IDE/ gel free 0,2,6,8 Citosol
635 268 protease regulatory subunit TRO05184 45 kDa 1DE 4.6,8 Citosol
. ) 0.4.6.8 Membra.na
636 calcium channel protein TR06533 287kDa | 1DE U Plasmadtica
637 dynein intermediate chain TR04218 | 75kDa_| 1DE 0,4,6,8 Niicleo
638 extracellular receptor TR07090 | 63kDa | IDE 4.6,8 Peroxisomo
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4.6.8 Membrana
638 fatty acid elongase TR04527 32 kDa 1DE > Plasmatica
640 heat shock protein 70 (HSP70) TR00557 | 101 kDa | 1DE 46,8 Mitocondria
641 hypothetical protein TR00140 42 kDa IDE 4,6,8 Niicleo
642 hypothetical protein TR00409 | 109 kDa | 1DE/ gel free 0,4,6,8 Citosol
0.4.6.8 Reticulo
643 hypothetical protein TR00434 90 kDa 1DE o Endoplasmadtico
644 hypothetical protein TR00560 30kDa 1DE 4,6,8 Extracelular
0.4.6.8 Membrana
645 hypothetical protein TR00748 142 kDa | 1DE o Plasmadtica
646 hypothetical protein TR00810 17 kDa IDE 4,6,8 Citosol
647 hypothetical protein TRO1139 53kDa | IDE 4,6,8 Citosol
648 hypothetical protein TRO1437 80kDa | IDE 4,6,8 Niicleo
649 hypothetical protein TRO1486 | 16kDa | IDE/ gel free 4,6,8 Mitocondria
650 hypothetical protein TRO1618 111kDa | 1DE 4,6,8 Nicleo
651 hypothetical protein TR01896 47 kDa IDE 4,6,8 Nicleo
652 hypothetical protein TR02044 | 78kDa | 1DE/ gel free 4,6,8 Nicleo
653 hypothetical protein TR02160 | 64kDa | IDE/ gel free 4,6,8 Extracelular
654 hypothetical protein TR02184 33kDa | IDE 4,6,8 Citosol
655 hypothetical protein TR02412 66kDa | IDE 0,4,6,8 Niicleo




188

Codigos Localizacao

Proteinas de Acesso Abordagem Celular
656 hypothetical protein TR02476 | 58kDa | IDE/ gel free 0,4,6,8 Citosol
657 hypothetical protein TR02695 | 33kDa | IDE/ gel free 0,4,6,8 Nicleo
658 hypothetical protein TR02716 | 137kDa | 1DE 0.4,6,8 Citosol
659 hypothetical protein TR02923 | 38kDa | IDE/ gel free 0,4.6,8 Citosol Niicleo
660 hypothetical protein TRO03214 100 kDa | 1DE 0.4,6,8 Citosol
661 hypothetical protein TR03266 | 40kDa | 1DE 4,6,8 Nicleo
662 hypothetical protein TR03320 | 28kDa | IDE/ gel free 4,6,8 Citosol
663 hypothetical protein TR03507 14 kDa 1DE 4,6,8 Mitocondria
664 hypothetical protein TR03591 | 51kDa | IDE/ gel free 4,6,8 Nicleo
665 hypothetical protein TRO3617 | 49kDa | IDE/ gel free 0,4.6,8 Niicleo

. ) 0.4.6.8 Membra.na

666 hypothetical protein TR03627 131 kDa | 1IDE U Plasmatica
667 hypothetical protein TRO3718 122 kDa | 1DE 4,6,8 Citosol
668 hypothetical protein TR03883 | 62kDa | IDE 4.6,8 Mitocondria
669 hypothetical protein TR04376 | 20kDa | IDE 4.6,8 Citosol
670 hypothetical protein TR04443 | 201 kDa | 1DE/ gel free 4,6,8 Nicleo
671 hypothetical protein TR04572 | 34kDa | IDE/ gel free 0,4,6,8 Citosol Nicleo
672 hypothetical protein TR04728 | 65kDa | IDE 0.4,6,8 Citosol
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673 hypothetical protein TR04870 | 39kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:4: 6.8 Citosol
674 hypothetical protein TR05107 32 kDa 1DE 4,6,8 Citosol
675 hypothetical protein TRO5114 | 25kDa | IDE/ gel free 0,4,6,8 Citosol
676 hypothetical protein TR05321 | 30kDa | 1DE 0,4,6,8 Citosol Niicleo
. ) 4.6.8 Membra.na
677 hypothetical protein TR05390 26 kDa 1DE » Plasmadtica
678 hypothetical protein TR05577 | 113kDa | IDE 0.4,6,8 Citosol
679 hypothetical protein TR05633 | 91kDa | IDE 4.6,8 Citosol
680 hypothetical protein TR05685 | 34kDa | 1DE 4,6,8 Citosol
681 hypothetical protein TR06027 | 30kDa | 1DE 4,6,8 Citosol
682 hypothetical protein TR06361 | 16kDa | IDE 4.6,8 Nicleo
683 hypothetical protein TR06753 29 kDa 1DE 0.4,6,8 Citosol
684 hypothetical protein TR06945 | 150kDa | 1DE 4,6,8 Citosol
0.4.6.8 Membrapa
685 lanosterol synthase TR04783 104 kDa | 1DE 7 Plasmdtica
686 major vault protein TR06301 96 kDa 1DE 4,6,8 Citosol
687 myo-inositol-1(or 4)-monophosphatase 1 TR03732 31 kDa 2DE / 1DE 0,4,6,8 Citosol
688 nucleoporin interacting component (NUP93) | TR01778 78 kDa 1DE 0,4,6,8 Nucleo
689 phosphoprotein phosphatase TRO2144 | 71kDa | IDE/ gel free 0,4,6,8 Citosol
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690 pitrilysin-like metalloprotease TR04547 | 114kDa | 1DE 0.4,6,8 Mitocondria
691 Protein with unknown function TR06705 36 kDa 1DE / gel free 4,6,8 Citosol
692 ribosomal protein L38 TR00210 | 13kDa | IDE 0.4,6,8 Mitocondria
693 serine/threonine- AGC PDK1 TRO6108 | 50kDa | IDE/ gel free 0,4,6,8 Citosol
694 serine/threonine protein phosphatase TRO1234 41 kDa 1DE 4,6,8 Peroxisomo
695 small nuclear ribonucleoprotein Sm-E TR04189 9 kDa 1DE / gel free 4,6,8 Mitoc6ndria
696 surface protein TolT TROI858 | 34kDa | IDE/ gel free 4,6,8 Extracelular
697 trans-sialidase TR0O6688 | 26kDa | IDE 4.6,8 Mitocondria
698 trans-sialidase TRO6879 | 61kDa | IDE/ gel free 4,6,8 Extracelular
699 trans-sialidase TRO7052 | 73kDa | IDE/ gel free 4,6,8 Mitocondria
600 trans-sialidase TRO7135 | 65kDa | IDE/ gel free 4,6,8 Nicleo
701 trans-sialidase TRO7145 | 56kDa | IDE/ gel free 4.6,8 Citosol
702 ubiquitin TR02952 | 9kDa | IDE/gel free 4,6,8 Citosol
703 (H+)-ATPase G subunit TR05800 | 13kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
704 10 kDa heat shock protein TRO1781 | 11kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
705 14-3-3 protein TR00226 | 30kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2:4.6,8 | Citosol
706 14-3-3 protein TR02934 | 29kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0:2:4.6.8 | Citosol
707 2,3-bisphosphoglycerate-independent TRO1051 | 61kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
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708 26S proteasome regulatory subunit N1 TR06330 47kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Nicleo
0.2.4.6.8 Membrana
709 26S proteasome regulatory subunit N1 TRO7068 70 kDa 1DE T Plasmdtica
710 26S proteasome regulatory subunit TS5 TR06658 42kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0-2.4.6.8 Citosol
711 2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase TR05897 44kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0-2.4.6,8 Mitocondria
712 2-hydroxy-3-oxopropionate reductase TR02847 32 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
713 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component | TR03946 113 kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
714 2-oxoglutarate dehydrogenase subunit TR03229 113kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
2-oxoglutarate dehydrogenase, E2 Reticulo
component, dihydrolipoamide 0,2,4,6,8 Endoplasmético
715 succinyltransferase TRO1071 49 kDa 1DE / gel free P
2-oxoisovalerate dehydrogenase alpha A
716 | subunit TRO5730 | 49kDa | 2DE/ IDE/ gel free | %68 | Mitocondria
2-oxoisovalerate dehydrogenase beta A
717 subunit, mitochondrial precursor TR04750 | 40kDa | 2DE/IDE/gel free | » 2% 68 | Mitocondria
718 3,2-trans-enoyl-CoA isomerase TR00230 39kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
719 3-ketoacyl-CoA thiolase TRO1887 | 46kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
720 3-ox0-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase TR04203 | 33kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
721 40 kDa cyclophilin TR03793 | 38kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
722 408 ribosomal protein L14 TRO4959 | 20kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
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723 408 ribosomal protein S10 TR04920 | 18kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
724 408 ribosomal protein S12 TRO0431 | 16kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
725 408 ribosomal protein S12 TRO1941 | 21kDa | IDE/gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
726 408 ribosomal protein S13 TR02573 | 17kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
727 408 ribosomal protein S14 TR03959 | 15kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
728 408 ribosomal protein S15 TRO0740 | 17kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
729 408 ribosomal protein S15a TR00937 | 15kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
730 408 ribosomal protein S16 TRO7098 | 27kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
731 408 ribosomal protein S18 TRO4111 | 14kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
732 408 ribosomal protein S2 TRO6607 | 19kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
733 408 ribosomal protein $23 TRO4672 | 16kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
734 408 ribosomal protein S24e TR02776 | 16kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
735 408 ribosomal protein S27 TR02886 | 10kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
736 408 ribosomal protein S3 TRO5151 | 27kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2.4,6,8 | Nicleo
737 408 ribosomal protein S33 TR02430 | 10kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
738 408 ribosomal protein S3a TRO7060 | 37kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
738 408 ribosomal protein S4 TRO1009 | 31kDa | IDE/gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
740 408 ribosomal protein S5 TRO4802 | 21kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
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741 40S ribosomal protein S6 TRO1016 | 18kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
742 408 ribosomal protein SA TR05337 | 28kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

743 508 ribosomal protein TR07733 | 17kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

744 5'-3' exoribonuclease 1 TR02429 | 48kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Mitocondria
745 5'-3" exoribonuclease 1 TR06927 82 kDa 1DE 0.2,4,6,8 Niicleo

746 60S acidic ribosomal protein TR02892 | 11kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
747 60S acidic ribosomal protein PO TR03071 | 35kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0:2:4.6,8 | Citosol

748 608 acidic ribosomal protein P2 TR05578 | 11kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

749 60S acidic ribosomal protein P2 TR05740 | 11kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
750 60S ribosomal protein L10 TR02763 | 25kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

751 60S ribosomal protein L10a TR00721 | 18kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol

752 60S ribosomal protein L12 TR04571 | 17kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

753 60S ribosomal protein L13 TRO1186 | 25kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo

754 60S ribosomal protein L19 TR07734 | 31kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

755 60S ribosomal protein L2 TRO1682 | 28kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

756 60S ribosomal protein L.22 TR03552 | 15kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol Nicleo
757 60S ribosomal protein L.23 TRO6044 | 15kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

758 60S ribosomal protein L23a TR06697 | 17kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
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759 60S ribosomal protein L26 TR06588 | 13kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
760 60S ribosomal protein L27A/L29 TRO6050 | 16kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
761 60S ribosomal protein L30 TRO0541 | 15kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
762 60S ribosomal protein L34 TR00242 | 20kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
763 60S ribosomal protein L35 TR04395 | 15kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
764 60S ribosomal protein L37a TRO0613 | 10kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
765 60S ribosomal protein L4 TR06255 | 41kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
766 60S ribosomal protein L7a TRO3561 | 31kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
767 69 kDa paraflagellar rod protein TR02042 | 44kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2:4,6,8 | Citosol
2.4.6.8 Membrana
768 69 kDa paraflagellar rod protein TR04024 63 kDa 2DE 7 Plasmdtica
769 6-phospho-1-fructokinase TRO1826 | 54kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
6-phosphogluconate dehydrogenase, 0.2.4 6.8 Reticulo
770 decarboxylating TRO2154 52 kDa IDE / gel free T Endoplasmitico
771 acetyl-CoA carboxylase TR02390 | 127kDa | 1DE 0,2,4,6,8 | Nicleo
772 acetyl-CoA carboxylase TR06401 163 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Nicleo
0.2.4.6.8 Membrana
773 acetyl-CoA synthetase TR06230 64 kDa 1DE T Plasmdtica
774 actin beta/gamma 1 TR01023 | 42kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0-2.4.6,8 | Citoesqueleto
775 activated protein kinase C receptor TR06474 35kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0:2:4.6,8 Citosol Niicleo
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. . i : 0,2.4,6,8 | Membrana
776 adenine phosphoribosyltransferase TR04012 25 kDa 1DE / gel free T Plasmatica
777 adenosine 5'-monophosphoramidase TR00559 23kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
778 adenosine monophosphate deaminase TR04557 118 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Niicleo
779 adenylate kinase TRO1680 | 29kDa | 2DE/IDE/ gel free | 0-2:4,6,8 | Citosol
780 adenylate kinase TR02653 | 24kDa | 2DEIDE/gelfree | 0-2:4,6,8 | Citosol
781 adenylate kinase TR06169 | 30kDa | IDE 0,2,4,6,8 | Citosol Niicleo
782 adenylosuccinate synthetase TR00593 69 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
ADP,ATP carrier protein 1, mitochondrial } 0.2.4 6.8 Membrgna
783 precursor TR06358 34 kDa 1DE / gel free e Plasmadtica
784 ADP-ribosylation factor 3 TRO6196 | 20kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
785 ADP-ribosylation factor-like protein TR04417 | 21kDa | IDE 0,2,4,6,8 | Mitocondria
786 alanine aminotransferase TRO1347 55 kDa 2DE/ IDE / gel free | 0:2:4,6,8 Mitocondria
787 alanyl-tRNA synthetase TR03727 | 106kDa | IDE 0,2,4,6,8 | Citosol
788 alcohol dehydrogenase TR05738 | 42kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Mitocondria
789 aldose 1-epimerase-like protein TR05451 42 kDa 2DE/ IDE / gel free | 0:2:4,6,8 Mitocondria
790 alkyl-dihydroxyacetone phosphate synthase | TR00912 69kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
791 alpha tubulin TR05056 | 50kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citoesqueleto
792 amal protein TRO6390 | 20kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
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793 amidohydrolase TR06350 | 38kDa | IDE 0.2,4,6,8 Citosol
794 aminopeptidase TRO1327 | 97kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
795 aminopeptidase TR02075 | 43kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6.8 | Citosol
796 aminopeptidase TR02928 | 55kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6.8 | Citosol
797 aminopeptidase P TRO1740 | 55kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
798 AMP deaminase 2 TR05974 | 57kDa | 1DE 2,4,6,8 Nicleo
799 anion-transporting ATPase TR0O0536 | 39kDa | IDE 0.2,4,6,8 Nicleo
800 Arf/Sar family, other TR0O0981 | 21kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
801 arginine kinase TR00214 | 35kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2.4.6,8 | Citosol
802 asparagine synthetase A TR05413 | 39kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citoesqueleto
803 asparaginyl-tRNA synthetase TR04909 | 85kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
804 aspartate aminotransferase TR05843 46 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
805 aspartate aminotransferase, mitochondrial TR04043 51kDa | 2DE/ 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
806 aspartate carbamoyltransferase TR07032 36 kDa 1DE / gel free 0.2,4,6,8 Citosol
807 ATP synthase TR03167 | 25kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
808 ATP synthase F1 subunit gamma protein TR0O5688 35 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
809 ATP synthase, epsilon chain TRO1540 | 21kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2:4.6,8 | Mitocondria
810 ATPase beta subunit TRO1705 | 56kDa | 2DE/1DE/gelfree | 0-2.4.6.8 Mitocondria
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811 ﬁiﬂédﬁfoiﬁ?f o " P st et 6000 | 102 kDa | 2DE/ 1DE/ gelfree | &2 6,8 | Citosol
812 glf)lzl;d;f(iz(ijr? r;tsap protease subuni, heat TRO1212 | 90kDa | 2DE/ IDE/ gel free | &2+ 68 Mitocondria
813 ATP-dependent DEAD/H RNA helicase TRO4112 | 47kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2.4,6,8 | Nicleo
. 0,2,4,6,8 | Membrana

814 ATP-dependent RNA helicase TRO1565 122kDa | 1DE e Plasmadtica
815 ATP-dependent RNA helicase TR02748 | 90kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
816 ATP-dependent RNA helicase TR04334 | 71kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
817 ATP-dependent RNA helicase TR04833 | 116kDa | IDE 0,2,4,6,8 | Extracelular
818 axoneme central apparatus protein TR00075 40kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 9:2:4.6,8 Peroxisomo
819 basic transcription factor 3a TRO1559 | 17kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
820 beta prime COP protein TR03685 | 101 kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
821 branched-chain amino acid aminotransferase | TR04313 41kDa | 2DE/ IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 Mitocondria
822 C-8 sterol isomerase TRO0884 | 24kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Extracelular

. . , 2,4,6,8 Membrana
823 calcium motive p-type ATPase TR02255 115kDa | IDE/ gel free U Plasmatica
824 calmodulin TRO0122 | 17kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol Nicleo
825 calmodulin TRO1519 | 18kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
826 calmodulin TR06725 | 72kDa | 2DE / IDE 0,2,4,6,8 | Citosol
827 calmodulin TRO6868 | 12kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
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0.2.4.6.8 Membrana
828 calpain cysteine peptidase TR06356 179 kDa | 1DE T Plasmatica
829 calpain-like cysteine peptidase TR0O1302 77kDa | 2DE/ 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
830 calpain-like cysteine peptidase TR03454 | 13kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
831 calpain-like cysteine peptidase TRO7069 63 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
832 calreticulin TRO5116 | 45kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2.4,6,8 | Extracelular
833 cAMP specific phosphodiesterase TRO0117 | 78kDa | 1DE/ gel free 0.2,4,6,8 Citoesqueleto
834 carboxypeptidase TR04126 | 39kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2:4.6,8 | Citosol
835 carboxypeptidase Taq TRO6606 | 49kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol
836 carnitine/choline acetyltransferase TRO1783 67kDa | 2DE/ 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
2.4.6.8 Membrana
837 CAS/CSE/importin domain protein TRO0019 107 kDa | 1DE 7 Plasmatica
838 casein kinase 1 TRO6459 | 37kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
838 casein kinase 1T TR03553 40 kDa IDE 0,2,4,6,8 Citosol
0.2.4.6.8 Membrana
840 cation-transporting ATPase TR02105 139 kDa | 1DE T Plasmdtica
841 cell differentiation protein TRO1757 35kDa | IDE 0,2,4,6,8 Citosol
842 centrin TRO1031 | 23kDa | 1-D 2,4,6,8 Nicleo
843 centrin TRO3164 | 17kDa | 1DE/ gel free 0.2,4,6,8 Citosol
844 centromere/microtubule binding protein cbf5 | TR00863 48 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
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845 chaperonin TRO1153 | 58kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2:4.6,8 | Citosol Nicleo

846 chaperonin alpha subunit TRO0631 59 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Mitocndria

847 chaperonin containing T-complex protein TR03738 59 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol

848 chaperonin HSP60, mitochondrial precursor | TR06127 | 60kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2.4. 6,8 Citosol

849 chaperonin TCP20 TROIS81 | 59kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria

850 | cuomin e protein | gamma TR01870 | 61kDa | 2DE/ IDE/ gel free | &% %68 | Mitocondria

851 citrate synthase TR04944 | 52kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0.2,4,6,8 Mitocdndria

852 clathrin heavy chain TR06944 | 192kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

853 coatomer alpha subunit TRO1122 102kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria

854 coatomer beta subunit TRO3181 | 82kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

855 coatomer epsilon subunit TRO0737 | 35kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo

856 coatomer gamma subunit TR04523 97 kDa 1DE / gel free 0.2,4,6,8 Citosol

857 co-chaperone GrpE TRO03350 24 kDa 1DE / gel free 0.2,4,6,8 Mitocondria

858 cofilin/actin depolymerizing factor TR03724 | 16kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
COP-coated vesicle membrane protein erv25 » 0.2.4.6.8 Reticulo .

859 precursor TR02358 28 kDa 1DE / gel free T Endoplasmatico

860 gﬁifﬁgﬁ ¢le membrane protein TR03592 | 25kDa | IDE 0.2,4,6,8 | Extracelular

861 cyclophilin TRO1079 | 21kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
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862 cyclophilin TR01924 | 21kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
863 cystathione gamma lyase TR03680 44 kDa | 2DE/ 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
864 cystathionine beta-synthase TR03074 | 29kDa | 2DE /IDE 0,2,4,6,8 Citosol
865 cystathionine beta-synthase TR05439 | 33kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0:2:4.6,8 | Citosol
866 cysteine peptidase TRO7030 | 49kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
867 cysteinyl-tRNA synthetase TR04704 89 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
868 cytidine triphosphate synthase TR06784 | 58kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
869 cytochrome b3 TRO1714 | 18kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
870 cytochrome ¢ TR02906 | 12kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
871 cytochrome c oxidase assembly factor TR00032 31 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria
872 cytochrome ¢ oxidase subunit 10 TR04506 | 14kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
873 cytochrome C oxidase subunit IV TR03337 39kDa | 2DE/ 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
874 cytochrome ¢ oxidase subunit V TRO1917 22kDa | 2DE/ 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
875 cytochrome C oxidase subunit VI TR0O0341 | 19kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
876 Eféﬁﬁ?iﬁﬁ“ el heme protein, mitochondrial | 3127 | 30kpa | 1DE/ gel free 02,468 | Nucleo
877 cytochrome-B5 reductase TRO0139 | 34kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Extracelular
878 cytoskeleton-associated protein CAP5.5 TR06262 | 88kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2:4.6,8 | Citosol
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879 cytosol alanyl aminopeptidase TRO7106 | 98kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular

880 cytosolic leucyl aminopeptidase TRO1405 65 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Nicleo

881 cytosolic malate dehydrogenase TR06888 | 26kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
delta- 1-pyrroline-5-carboxylate .

882 | dehydrogenase TRO5489 | 62kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Peroxisomo

883 delta-adaptin TR02263 86kDa | IDE 0,2,4,6,8 Niicleo

884 deoxyribose-phosphate aldolase TR0O0152 | 29kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
dihydrolipoamide branched chain A

885 | transacylase TR03489 | 47kDa | IDE/ gel free 0.2,4,6,8 | Mitocondria

886 dihydrolipoyl dehydrogenase TR04445 | 51kDa | 2DE/ 1DE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol

887 dihydroorotate dehydrogenase TR00525 | 34kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

888 dipeptidyl-peptidase TRO6153 | 77kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol

889 dipeptidyl-peptidase 8-like serine peptidase TR02707 92 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
D-isomer specific 2-hydroxyacid .

890 | dehydrogenase-protein TR02516 | 38kDa | 2DE/IDE/gelfree | >% %68 | Citosol
D-isomer specific 2-hydroxyacid .

891 | dehydrogenase-protein TR06787 | 35kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol

892 DNA-directed RNA polymerase II subunit 2 TR05044 134 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
DNA-directed RNA polymerase II subunit .

893 | RPBI TR05447 | 154kDa | 1DE 0.2,4,6,8 | Citosol

894 Dnal chaperone protein TR03359 37 kDa 1DE / gel free 0.2,4,6,8 Niicleo
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895 DNAK protein TR05389 | 26kDa | IDE/ gel free 0.2,4,6,8 Mitocondria
dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 0.2.4.6.8 Membrana
896 glycosyltransferase TRO7119 92 kDa 1DE / gel free e Plasmadtica
Reticulo
dolichyl-phosphate beta-D- 0,2,4,6,8 Endoplasmitico
897 mannosyltransferase precursor TR04590 29 kDa 1DE Mitocdndria
898 dynamin TRO1376 | 73kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
899 dynein TR04194 | 69kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
900 dynein arm light chain TR00959 28kDa | IDE 0,2,4,6,8 Citosol
901 dynein heavy chain TR00143 170 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
902 dynein heavy chain TR00519 179 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
903 dynein heavy chain TR02252 76 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria
0.2.4.6.8 Membrana
904 dynein heavy chain TR06443 509kDa | 1DE e Plasmadtica
0.2.4.6.8 Membrana
905 dynein heavy chain TRO6585 479kDa | 1DE T Plasmdtica
906 dynein heavy chain TR0O6684 461 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
907 dynein heavy chain, axonemal TRO1914 307 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
908 dynein light chain TR02656 | 13kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
909 dynein light chain TR04794 | 10kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
910 dynein-associated protein TR02479 11 kDa 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
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911 elongation factor 1-alpha TR05580 | 58kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular

912 elongation factor 1-beta TR06591 | 26kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0-2.4.6,8 | Mitocondria

913 elongation factor 1-gamma (EF-1-gamma) TR00977 | 47kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular

914 elongation factor 2 TR06347 | 94kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0:2:4.6,8 | Citosol

915 elongation factor TU TR02940 | 52kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria

916 elongation initiation factor 2 alpha subunit TRO03735 47 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol

917 enolase TRO7150 | 46kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0:2:4.6,8 | Citosol
enoyl-CoA hydratase/isomerase family .

918 | protein TR03729 | 29kDa | 2DE/ IDE/ gel free | > >4 &8 | Citosol

919 eukaryotic initiation factor 4a TR04008 | 46kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2.4.6,8 | Nicleo

920 eukaryotic initiation factor 5a TR00655 | 18kDa | 2DE/ IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 Citosol
eukaryotic peptide chain release factor .

921 | subunit 1 TR02162 | 35kDa | IDE 2,4,6,8 Citosol

922 cukaryotic translation initiation factor TR0O0168 | 46kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Citosol
eukaryotic translation initiation factor 3 .

923 | subunit TR02669 | 38kDa_ | IDE 0,2,4,6,8 | Citosol
eukaryotic translation initiation factor 3 .

924 | subunit 7-like protein TRO1728 | 57kDa | IDE/ gel free 0.2,4,6,8 | Citosol

925 cukaryotic translation initiation factor 5 TR0O3642 | 42kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
eukaryotic translation initiation factor 6 (elF- P

926 | 6) TRO1137 | 27kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
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927 fatty acyl CoA syntetase 1 TRO1059 | 53kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
928 fatty acyl CoA synthetase TRO3581 79 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
929 fatty acyl CoA synthetase 2 TR05627 | 76kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
930 fibrillarin TR02920 | 31kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
931 flagellar calcium-binding protein TROI1599 | 23kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
932 flagellar protofilament ribbon protein TRO05813 46 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Niicleo
933 flagellar radial spoke component TRO1767 | 499kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
934 flagellar radial spoke component TR06886 49 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Niicleo
935 flagellar radial spoke protein TR04947 61 kDa | 2DE/ 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
936 flagellum-adhesion glycoprotein TR05073 | 499kDa | IDE 0,2,4,6,8 | Citosol
937 fructose-1,6-bisphosphatase, cytosolic TR05296 | 38kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0-2.4. 6,8 Mitocondria
938 fructose-bisphosphate aldolase, glycosomal TR00236 41 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
038 51-;3}/1[;6 H+-transporting ATPase subunit TRO6T1O 3 kD IDE / gelfee 0.2.4.6.8 Mitocondria
940 fumarate hydratase TR04533 | 61kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
941 fumarate hydratase TR06047 62 kDa 1DE / gel free 0.2,4,6,8 Citosol
942 galactokinase-like protein TR02527 | 52kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

. ) 0.2.4.6.8 Membrapa

943 Gim5A protein TR00090 27 kDa 1DE/ gel free T Plasmatica
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944 glucokinase 1 TR00392 | 42kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
945 glucosamine-6-phosphate isomerase TRO1674 32 kDa 2DE/ IDE / gel free | 0:2:4.6,8 Citosol
946 glucosamine-phosphate N-acetyltransferase TRO1372 17 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
947 glucose-6-phosphate isomerase, glycosomal TRO1227 68 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Citoesqueleto
. 0.2.4 6.8 Reticulo .
948 glucose-regulated protein 78 TRO03733 71 kDa 2DE/ 1DE / gel free e Endoplasmadtico
949 glutamate dehydrogenase TR05631 | 109kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol Niicleo
0.2.4.6.8 Reticulo .
950 glutamyl-tRNA synthetase TR04403 73 kDa 1DE T Endoplasmatico
951 glutaredoxin TR06228 | 11kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
952 ﬁlelgﬁg?g peroxidase-type tryparedoxin TRO6976 | 21kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
953 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase | TR04827 39kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
954 f;'}t/f):f)?llg chyde 3-phosphate dehydrogenase. TR06452 | 36kDa | 2DE/ IDE/ gel free | &2+ 68 Mitocondria
955 glycerol dehydrogenase TR07237 | 34kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0-2:4.6,8 | Extracelular
956 glycine cleavage system H protein TR02053 15kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
957 glycosomal malate dehydrogenase TR03342 34kDa | 2DE/IDE/ gelfree | 9:2:4.6,8 Extracelular
958 glycosomal membrane protein TRO1852 24 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
959 golgi family/lysosome glycoprotein TR02368 68kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
960 GTP-binding protein TRO6878 | 41kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Citosol
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961 | subunit-like protein TR06279 | 61kDa | IDE 0,2,4,6,8 | Nicleo
962 haloacid dehalogenase-like hydrolase TRO0831 | 31kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol
963 Ef?ﬁifsooik 70 KDaprotein, mitochondria TR03493 | 55kDa | 2DE/ IDE/ gel free | > 2% 68 | Citosol
964 heat shock 70kDa protein 1/8 TR03366 | 66kDa | 2DE/ IDE/ gel free | 0:2:4.6.8 Citoesqueleto
965 heat shock 70kDa protein 1/8 TR07016 | 72kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
966 heat shock 70kDa protein 4 TR03283 | 79kDa | 2DE/ IDE/ gelfree | 0:2:4.6,8 | Citosol
967 heat shock protein TRO1604 | 48kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
968 heat shock protein DnaJ TR02132 43 kDa 1DE 2,4,6,8 Extracelular
969 heat shock protein DnaJ TR04415 | 44kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6.8 | Citosol

L ) 0.2.4.6.8 Membra.na
970 heat shock protein-like protein TR03608 36 kDa 1DE T Plasmatica
971 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H/F | TR03124 49 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
972 hexokinase TRO1864 | 52kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
973 high mobility group protein TR07147 | 31kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
974 histidine ammonia-lyase TROI548 | 59kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol Nicleo
975 histone H2A TRO0976 | 14kDa | 1DE/ gel free 0.2,4,6,8 Nicleo
976 histone H2A TR03102 | 22kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
977 histone H2B TRO6963 | 20kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
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978 histone H2B variant TR00571 | 16kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
979 histone H3 TR03964 | 15kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
980 histone H3 variant TR05499 | 17kDa | 1DE/ gel free 0.2,4,6,8 Nicleo
981 histone H4 TRO0684 | 11kDa | 1DE/ gel free 0.2,4,6,8 Nicleo
982 homoserine kinase TRO3870 | 36kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
983 hslvu complex proteolytic subunit TR00039 23 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
984 hypothetical protein TR0O0041 | 103kDa | IDE 0.2,4,6,8 Nicleo
985 hypothetical protein TRO0060 | 14kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citoesqueleto
986 hypothetical protein TR0O0092 | 37kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
987 hypothetical protein TRO0126 | 32kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
988 hypothetical protein TRO0162 | 47kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
989 hypothetical protein TR00231 | 22kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
990 hypothetical protein TR00245 | 30kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
991 hypothetical protein TR00257 | 113kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
992 hypothetical protein TR00292 | 14kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
993 hypothetical protein TR00293 | 66kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2.4.6,8 | Citosol
994 hypothetical protein TR00380 | 43kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 Nicleo
995 hypothetical protein TRO0396 | 25kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
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996 hypothetical protein TR00433 | 162kDa | IDE 0.2,4,6,8 Nicleo
997 hypothetical protein TRO0439 | 42kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
998 hypothetical protein TRO0461 | 88kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol

. ) ‘ 0.2.4.6.8 Reticulo .
999 hypothetical protein TR00508 60 kDa 1DE / gel free T Endoplasmatico
1000 | hypothetical protein TR00545 | 102kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Nicleo
1001 | hypothetical protein TR00580 | 16kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol Nicleo
1002 | hypothetical protein TR00585 | 24kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1002 | hypothetical protein TR00587 | 69kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1003 | hypothetical protein TR00591 | 31kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Mitocondria
1004 | hypothetical protein TR0O0619 | 88kDa | 2DE /IDE 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
1005 hypothetical protein TRO0665 141 kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Mitocondria
1006 | hypothetical protein TR00693 | 37kDa | IDE 0,2,4,6,8 Extracelular
1007 | hypothetical protein TR00701 | 13kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1008 | hypothetical protein TR00709 | 47kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6,8 | Citosol
) ) 0.2.4.6.8 Membrgna

1009 hypothetical protein TR00734 150 kDa | 1DE e Plasmadtica
1010 | hypothetical protein TRO0762 | 13kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1011 | hypothetical protein TR00765 | 14kDa | IDE 0,2,4,6,8 Nicleo
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1012 | hypothetical protein TR00798 | 87kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1013 hypothetical protein TRO0811 39kDa | IDE 0,2,4,6,8 Citosol
1014 hypothetical protein TR00812 41 kDa IDE 0,2,4,6,8 Citosol
1015 | hypothetical protein TR00814 | 66kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1016 hypothetical protein TR00905 32kDa | IDE 0,2,4,6,8 Extracelular
1017 | hypothetical protein TR00932 | 42kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Extracelular
2.4.6.8 Membrana
1018 hypothetical protein TRO0990 27 kDa 1DE 7 Plasmdtica
1019 | hypothetical protein TR01000 | 37kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1020 hypothetical protein TR01002 103 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Niicleo
1021 hypothetical protein TR01035 23 kDa IDE 0,2,4,6,8 Citosol Nicleo
1022 hypothetical protein TRO1045 17kDa | IDE 2,4,6,8 Mitocdndria
0.2.4.6.8 Membrana
1023 hypothetical protein TR01082 160 kDa | 1DE T Plasmdtica
1024 hypothetical protein TR01086 98 kDa IDE 2,4,6,8 Nicleo
1025 | hypothetical protein TRO1117 | 52kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
0.2.4.6.8 Membrana
1026 hypothetical protein TRO1130 19 kDa 1DE T Plasmdtica
1027 hypothetical protein TRO1170 24 kDa IDE 0,2,4,6,8 Citosol Nicleo
1028 | hypothetical protein TRO1182 | 58kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
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1029 | hypothetical protein TRO1191 | 101kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1030 | hypothetical protein TROI211 | 60kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
1031 | hypothetical protein TR01259 | 72kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1032 | hypothetical protein TRO1275 | 140kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1033 | hypothetical protein TRO1312 | 52kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1034 | hypothetical protein TRO1400 | 83kDa | 1DE 2,4,6,8 Nicleo
1035 hypothetical protein TRO1427 16 kDa IDE / gel free 2,4,6,8 Citosol
1036 hypothetical protein TRO1471 209 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1037 | hypothetical protein TR01499 | 32kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1038 | hypothetical protein TRO1557 | 119kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6.8 | Citosol
1038 | hypothetical protein TRO1558 | 75kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1040 | hypothetical protein TRO1616 | 63kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1041 | hypothetical protein TRO1677 | 22kDa | IDE 2,4,6,8 Extracelular
1042 | hypothetical protein TRO1699 | 68kDa | IDE 0.2,4,6,8 Citosol
. ) 0.2.4.6.8 Membra.na
1043 hypothetical protein TRO1709 180 kDa | 1DE e Plasmadtica
1044 | hypothetical protein TRO1722 | 24kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Extracelular
. ) 0.2.4.6.8 Membrapa
1045 hypothetical protein TRO1854 23 kDa 1DE / gel free T Plasmatica
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1046 | hypothetical protein TRO1906 | 94kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1047 | hypothetical protein TR01958 | 48kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1048 | hypothetical protein TRO1959 | 39kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
1049 | hypothetical protein TRO1969 | 21kDa | IDE 2,4,6,8 Citosol
1050 hypothetical protein TR02073 24 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria
1051 | hypothetical protein TR02078 | 22kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Nicleo
1052 | hypothetical protein TRO2111 | 28kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1053 | hypothetical protein TRO2181 | 21kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
1054 | hypothetical protein TR02227 | 42kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Nicleo
1055 | hypothetical protein TR02251 | 58kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1056 | hypothetical protein TR02261 | 70kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6,8 | Citosol Nicleo
1057 | hypothetical protein TR02277 | 110kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1058 | hypothetical protein TR02284 | 53kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1059 | hypothetical protein TR02293 | 30kDa | IDE 0.2,4,6,8 Mitocondria
1060 hypothetical protein TR02296 137 kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1061 hypothetical protein TR02354 87 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Extracelular
1062 | hypothetical protein TR02402 | 37kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Nicleo
1063 | hypothetical protein TR02410 | 32kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Membrana
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Plasmatica
1064 | hypothetical protein TR02441 | 35kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Nicleo
1065 | hypothetical protein TR02503 | 41kDa | IDE 2,4,6,8 Citosol
1066 | hypothetical protein TR02518 | 13kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1067 | hypothetical protein TR02560 | 37kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1068 | hypothetical protein TR02594 | 87kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Nicleo
1069 | hypothetical protein TR02610 | 27kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Mitocondria
1070 | hypothetical protein TR02683 | 54kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1071 | hypothetical protein TR02734 | 23kDa | IDE 0,2,4,6,8 Extracelular
1072 | hypothetical protein TR02802 | 21kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1073 | hypothetical protein TR02814 | 185kDa | IDE 2,4,6,8 Nicleo
1074 | hypothetical protein TR02835 | 26kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
1075 | hypothetical protein TR02868 | 56kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Mitocondria
1076 | hypothetical protein TR02883 | 42kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1077 | hypothetical protein TR02884 | 26kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
. ) 0.2.4.6.8 Reticulo 4

1078 hypothetical protein TR02893 38 kDa 1DE T Endoplasmitico
1079 | hypothetical protein TR02902 | 120kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
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0.2.4.6.8 Membrana
1080 hypothetical protein TR02996 160 kDa | 1DE T Plasmatica
0.2.4.6.8 Citosol
1081 hypothetical protein TR03006 23 kDa 1DE T Mitocondria
1082 hypothetical protein TR03166 28 kDa IDE 0,2,4,6,8 Citosol
1083 | hypothetical protein TR03200 | 42kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6.8 | Citosol Niicleo
1084 | hypothetical protein TR03232 | 28kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
1085 hypothetical protein TR03263 171 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Nicleo
1086 | hypothetical protein TR03313 | 11kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
2.4.6.8 Membrana
1087 hypothetical protein TR03327 17 kDa IDE / gel free o Plasmdtica
1088 | hypothetical protein TR03438 | 150kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1089 | hypothetical protein TR03461 | 31kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Citoesqueleto
1090 | hypothetical protein TR03476 | 69kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1091 | hypothetical protein TR03506 | 23kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
1092 hypothetical protein TR03530 144kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol Nicleo
1093 | hypothetical protein TR03579 | 102kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
1094 | hypothetical protein TR03665 | 28kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Niicleo
1095 hypothetical protein TR03748 46 kDa 1DE 2,4,6,8 Extracelular
1096 hypothetical protein TRO03770 33kDa | IDE 0,2,4,6,8 Citosol
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1097 | hypothetical protein TR03802 | 499kDa | IDE 0.2,4,6,8 Mitocondria
1098 | hypothetical protein TR0O3807 | 28kDa | IDE 0.2,4,6,8 Mitocondria
1099 | hypothetical protein TR03809 | 27kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Mitocondria
. ) 0.2.4.6.8 Membra.na
1100 hypothetical protein TRO0O3818 224 kDa | 1DE T Plasmatica
1101 | hypothetical protein TR03837 | 43kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1102 | hypothetical protein TR03863 | 83kDa | IDE 0.2,4,6,8 Citosol
1103 | hypothetical protein TR03906 | 24kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1104 hypothetical protein TR03920 198 kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1105 | hypothetical protein TR03948 | 35kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
. ] 0.2.4.6.8 Membrapa
1106 hypothetical protein TR03966 33 kDa 1DE T Plasmdtica
1107 | hypothetical protein TR03975 | 133kDa | IDE 0,2,4,6,8 Nicleo
1108 | hypothetical protein TR03979 | 77kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1109 | hypothetical protein TR04007 | 176 kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1110 | hypothetical protein TR04105 | 118kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1111 | hypothetical protein TR04130 | 90kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1112 | hypothetical protein TR04138 | 22kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1113 | hypothetical protein TR04190 | 50kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
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1114 | hypothetical protein TR04248 | 23kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1115 | hypothetical protein TR04315 | 61kDa | IDE 2,4,6,8 Mitocondria
1116 | hypothetical protein TR04332 | 24kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6.8 | Citosol
1117 | hypothetical protein TR04343 | 28kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1118 | hypothetical protein TR04371 | 37kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1119 hypothetical protein TR04416 93 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1120 | hypothetical protein TR04484 | 14kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Mitocondria
1121 hypothetical protein TR04510 | 137kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1122 | hypothetical protein TRO4620 | 22kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
1123 | hypothetical protein TR04621 | 91kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol Nicleo
1124 | hypothetical protein TR04633 | 51kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6,8 | Citosol
1125 | hypothetical protein TR04655 | 17kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1126 hypothetical protein TR04671 204 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria
1127 | hypothetical protein TR04742 | 30kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1128 hypothetical protein TR04787 98 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Extracelular
1129 hypothetical protein TR04814 74 kDa 1DE 2,4,6,8 Citosol
1130 | hypothetical protein TR04816 | 38kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Mitocondria
1131 | hypothetical protein TR04837 | 34kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6.8 | Citosol
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1132 | hypothetical protein TR04843 | 131kDa | IDE 0.2,4,6,8 Nicleo
1133 hypothetical protein TR04865 52 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Peroxisomo
1134 | hypothetical protein TR04882 | 10kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

. . i 0.2.4.6.8 Membra.na

1135 hypothetical protein TR04884 64 kDa 1DE / gel free T Plasmatica
1136 | hypothetical protein TR04928 | 10kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol Nicleo
1137 | hypothetical protein TR04968 | 24kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol Nicleo
1138 | hypothetical protein TR05068 | 73kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1138 | hypothetical protein TR05088 | 38kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Nicleo
1140 | hypothetical protein TRO5100 | 48kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1141 | hypothetical protein TR05154 | 23kDa | 2DE/IDE/gelfree | 2% 6.8 Citosol
1142 | hypothetical protein TRO5175 | 89kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1143 | hypothetical protein TRO5212 | 21kDa | IDE/gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
1144 | hypothetical protein TR05258 | 27kDa | IDE 0.2,4,6,8 Extracelular
1145 | hypothetical protein TR05286 | 49kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol
1146 | hypothetical protein TR05341 | 58kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
1147 | hypothetical protein TR05347 | 60kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1148 | hypothetical protein TR05395 | 132kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
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1149 | hypothetical protein TR05408 | 117kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1150 hypothetical protein TR05452 15 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria
1151 | hypothetical protein TR05501 | 112kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo

. ) ‘ 0.2.4.6.8 Reticulo .
1152 hypothetical protein TR05509 80 kDa 1DE / gel free T Endoplasmatico
1153 | hypothetical protein TR05535 | 22kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1154 | hypothetical protein TR05559 | 244 kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1155 | hypothetical protein TRO5604 | 37kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4,6,8 | Nicleo
1156 | hypothetical protein TRO5611 | 61kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1157 | hypothetical protein TR05693 | 152kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1158 | hypothetical protein TR05728 | 83kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
. ) 0.2.4.6.8 Membra.na

1159 hypothetical protein TR05784 99 kDa 1DE e Plasmadtica
1160 | hypothetical protein TR05872 | 30kDa | 1DE 2,4,6,8 Citosol
1161 | hypothetical protein TR05886 | 28kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6,8 | Mitocondria
1162 | hypothetical protein TR05940 | 22kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1163 hypothetical protein TR05941 67 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1164 | hypothetical protein TR05950 | 43kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Nicleo
1165 | hypothetical protein TR05966 | 32kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
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1166 | hypothetical protein TR05980 | 38kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1167 | hypothetical protein TRO6014 | 30kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1168 | hypothetical protein TRO6029 | 76kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Mitocondria
1169 | hypothetical protein TRO6072 | 79kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Nicleo
1170 | hypothetical protein TR06079 | 32kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Extracelular
1171 | hypothetical protein TRO6083 | 32kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
1172 | hypothetical protein TR06105 | 96kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1173 | hypothetical protein TRO6111 | 35kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
1174 | hypothetical protein TRO6118 | 27kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1175 | hypothetical protein TR06156 | 115kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Nicleo
1176 | hypothetical protein TR06235 | 36kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol

. ) 0.2.4.6.8 Membrgna
1177 hypothetical protein TR06244 49 kDa 1DE e Plasmadtica
1178 | hypothetical protein TR06388 | 199kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1179 | hypothetical protein TRO6445 | 333kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol Niicleo
1180 | hypothetical protein TR06507 | 45kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Mitocondria
1181 | hypothetical protein TRO6516 | 23kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6.8 Citosol

. ] 0.2.4.6.8 Membrapa
1182 hypothetical protein TR06526 15 kDa 1DE T Plasmética
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1183 | hypothetical protein TR06569 | 21kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
0.2.4.6.8 Membrana
1184 hypothetical protein TR06574 296 kDa | 1DE e Plasmadtica
1185 | hypothetical protein TR06609 | 34kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol Nicleo
1186 | hypothetical protein TR06616 | 89kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
0.2.4.6.8 Membrana
1187 hypothetical protein TR06625 275kDa | 1DE e Plasmadtica
1188 | hypothetical protein TRO6641 | 59kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
0.2.4.6.8 Membrana
1189 hypothetical protein TR06649 308 kDa | 1DE e Plasmadtica
1190 hypothetical protein TR06669 75 kDa IDE 0,2,4,6,8 Nicleo
1191 | hypothetical protein TR06682 | 21kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
0.2.4.6.8 Membrana
1192 hypothetical protein TR06825 282kDa | 1DE e Plasmadtica
1193 hypothetical protein TR06889 109 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Nicleo
0.2.4.6.8 Membrana
1194 hypothetical protein TR06934 189 kDa | 1DE T Plasmatica
1195 | hypothetical protein TR06981 | 25kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
1196 hypothetical protein TR06984 149kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1197 | hypothetical protein TR07070 | 68kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1198 hypothetical protein TRO7123 259 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol




220

Codigos Localizacao

Proteinas de Acesso Abordagem Celular
1199 | hypothetical protein TRO7193 | 54kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1200 | hypothetical protein TR07197 | 123kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Nicleo

. ] 0.2.4.6.8 Membrapa

1201 hypothetical protein TRO07335 43 kDa 2DE/ 1DE / gel free T Plasmatica
1202 Eﬁﬁ?ﬁﬁﬁfﬁﬂ?ﬁiﬁﬁirase TR03534 | 25kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol Nicleo
1203 gﬁggﬁﬁﬁﬁ?éﬁiﬁﬁiﬁl?;ase TR04659 | 26kDa | IDE 0.2,4,6,8 | Citosol
1204 | I/6 autoantigen TR00726 | 22kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol
1205 IgE-dependent histamine-releasing factor TR06709 20 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1206 | importin alpha TR05138 | 58kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1207 | importin beta-1 subunit TR05349 | 95kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1208 Lr;(zjsrléllz saedenosme guanosine-nucleoside TROSTS ] ‘6D i 0.2.4.6,8 Extracelular
1209 | intraflagellar transport (IFT) protein TR06199 | 15kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1210 intraflagellar transport protein component TR02139 72 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1211 iron superoxide dismutase TRO05576 22 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1212 isocitrate dehydrogenase TR06174 49 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Mitocndria
1213 | isoleucyl-tRNA synthetase TR03654 | 132kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1214 isovaleryl-coA dehydrogenase TR04369 45 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1215 | kinesin TR06034 | 79kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
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1216 | kinesin TR06936 | 89kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
1217 | kinesin-like protein TR02382 | 71kDa | IDE/gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1218 | kinetoplast DNA-associated protein TR06152 | 14kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
1219 | kinetoplastid membrane protein KMP-11 TR02226 | 11kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1220 | LA RNA binding protein TRO1620 | 39kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2.4.6,8 | Nicleo
1221 large subunit ribosomal protein L10Ae TRO1417 25kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1222 | large subunit ribosomal protein L11e TRO1100 | 22kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1223 large subunit ribosomal protein L13Ae TR04360 26kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1224 large subunit ribosomal protein L15¢ TR02622 24kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1225 | large subunit ribosomal protein L17e TRO7165 | 19kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1226 | large subunit ribosomal protein L18Ae TR02789 | 21kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
1227 large subunit ribosomal protein L18e TRO1184 22kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1228 large subunit ribosomal protein L.28e TR02588 16 kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1229 | large subunit ribosomal protein L31e TR00448 | 22kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
1230 large subunit ribosomal protein L.32¢ TR02361 15kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1231 large subunit ribosomal protein L44e TR05400 12kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1232 | large subunit ribosomal protein L5e TRO1381 | 35kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
1233 | large subunit ribosomal protein L6e TR02818 | 21kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
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1234 | large subunit ribosomal protein L7¢ TR02064 | 28kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1235 large subunit ribosomal protein L9e TRO6681 22 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1236 | leucine-rich repeat protein TRO1146 | 26kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1237 | leucine-rich repeat protein TR05468 | 100kDa | IDE 2,4,6,8 Nicleo
1238 | leucyl-tRNA synthetase TRO0909 | 95kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1238 leucyl-tRNA synthetase TR04454 48 kDa 1DE 2,4,6,8 Nucleo
1240 | leucyl-tRNA synthetase TR07732 | 86kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1241 lipophosphoglycan biosynthetic protein TR05935 82 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0.2,4,6,8 Citosol
1242 L-threonine 3-dehydrogenase TR02250 37 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1243 | lysophospholipase TR02858 | 30kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6.8 | Citosol
1244 | lysosomal/endosomal membrane protein p67 | TR04677 | 71 kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2.4.6,8 Extracelular
1245 | lysyl-tRNA synthetase TRO4898 | 66kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1246 macrophage infectivity potentiator, precursor | TR02976 22 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1247 | malate dehydrogenase TR02438 | 33kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6,8 | Peroxisomo
1248 | malic enzyme TR00259 | 63kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Mitocondria
1249 mannose- 1-phosphate guanyltransferase TRO0375 42 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1250 | MCAK-like kinesin TRO0915 | 61kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Niicleo
1251 methyltransferase TR04493 | 114kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Niicleo
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1252 | mitochondrial DNA polymerase beta TR00477 | 45kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria

1253 mitochondrial processing peptidase TR05732 36 kDa 2DE/ IDE / gel free | 0:2:4.6,8 Mitocondria
mitochondrial processing peptidase alpha A

1254 | subunit TRO1940 | 58kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
mitochondrial processing peptidase alpha A

1255 | subunit TRO2211 | 51kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
mitochondrial processing peptidase, beta .

1256 | subunit TR04446 | 36kDa | 2DE/IDE/gel free | &2 %68 | Citosol

1257 | mitochondrial RNA binding protein TR03101 | 39kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Mitocondria

1258 | mitochondrial RNA binding protein 1 TRO1711 | 23kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria

1259 | mitochondrial RNA-binding protein 2 TRO0100 | 25kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
mitochondrial tryparedoxin peroxidase, A

1260 trypanosomatid typical 2-Cys peroxiredoxin TR04568 26 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria

1261 mitogen-activated protein kinase TR00949 47kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo

1262 | molecular chaperone HipG TR0O0837 | 81kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol

1263 | myo-inositol-1 phosphatase TRO1107 | 40kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citoesqueleto

1264 NADH-dependent fumarate reductase TR04930 53kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
nascent polypeptide associated complex .

1265 | subunit TR02578 | 19kDa | 2DE/IDE/gel free | &2+ 68 Citosol

0.2.4.6.8 Membrana
1266 nuclear pore complex protein TR02436 154 kDa | 1DE T Plasmatica
1267 nucleolar protein TRO1560 23kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria
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1268 | nucleolar protein TR06999 | 36kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1269 | nucleoporin TR06586 | 110kDa | IDE 0,2,4,6,8 Nicleo
1270 | nucleoside diphosphate kinase TRO1180 | 17kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1271 nucleosome assembly protein TR02937 39 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Niicleo
1272 nucleosome assembly protein-like protein TR04852 49 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Niicleo
1273 | Oligopeptidase B TR04010 | 80kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1274 Sffifi3L1i1§£§?§§32§§$§”b°Xylase/°r°tate TR06678 | 50kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1275 | p21 antigen protein TR01483 | 21kDa | 2DE /1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria
1276 p22 protein precursor TR05297 25 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Mitoc6ndria
1277 | paraflagellar rod component TRO1610 | 68kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6,8 | Nicleo
1278 paraflagellar rod protein 3 TR06792 69 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1279 | peptidase TRO0141 | 119kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Mitocondria
1280 | peptidase M20/M25/M40 TR02201 | 52kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6.8 | Citosol
1281 | peptidylprolyl isomerase TR05256 | 48kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1282 | phosphatase 2C TR03017 | 41kDa | 1DE/ gel free 2,4,6,8 Citosol
1283 phosphatidylinositol kinase related TOR2 TR06676 274 kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol

1284 | phosphatidylinositol-kinase protein TR02444 | 180kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Mitocondria
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1285 | phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) | TR05925 | 59kDa | 2DE/ IDE/gel free | %-2.4.6,8 | Citosol
1286 phosphoenolpyruvate mutase TR00362 33kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1287 | phosphoglycerate kinase TR02767 | 45kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol
1288 | phosphoinositide-binding protein TR00327 | 48kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
1289 phosphomannomutase-like protein TR03666 65kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1290 | poly(A)-binding protein TRO0554 | 61kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6,8 | Nicleo

. . . 0,2,4,6,8 | Membrana

1291 pretranslocation protein, alpha subunit TR03233 53 kDa IDE / gel free T Plasmdtica
1292 | prohibitin TRO3199 | 31kDa | IDE/gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1293 | prohibitin TRO4846 | 33kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1294 | proline oxidase TR05652 | 65kDa | 1IDE 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1295 | prolyl-tRNA synthetase TR02774 | 91kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1296 prostaglandin F synthase TR04734 33kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1297 | prostaglandin F2alpha synthase TRO6121 | 43kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Mitocondria
1298 | proteasome alpha 1 subunit TR00710 | 19kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1299 proteasome alpha 1 subunit TR00776 27kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1300 | proteasome alpha 3 subunit TR00880 | 32kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
1301 | proteasome alpha 5 subunit TR03212 | 27kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6.8 | Citosol
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1302 | proteasome alpha 7 subunit TR0O1523 | 26kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1303 proteasome alpha 7 subunit TR03369 28 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1304 | proteasome beta 5 subunit TR04306 | 35kDa | IDE 0.2,4,6,8 Citosol
1305 | proteasome beta 6 subunit TR04348 | 28kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1306 proteasome beta 7 subunit TRO03825 24 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Extracelular
1307 proteasome regulatory ATPase subunit 3 TR00459 44 kDa 2DE/ 1DE / gel free 2,4,6,8 Citosol
1308 proteasome regulatory non-ATPase subunit 2 | TR00350 105kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1309 proteasome regulatory non-ATPase subunit 3 | TR01856 38 kDa 1DE 2,4,6,8 Citosol Nucleo
1310 proteasome regulatory non-ATPase subunit 5 | TR03376 55 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Citosol

) 0.2.4.6.8 Reticulo 4

1311 proteasome regulatory non-ATPase subunit 6 | TR00348 59 kDa IDE / gel free T Endoplasmitico
1312 proteasome regulatory non-ATPase subunit 8 | TR04807 41 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1313 proteasome subunit beta 3 TR00024 22 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Extracelular
1314 | protein disulfide isomerase TR06376 | 44kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol
1315 | protein kinase TROI385 | 31kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6,8 | Citosol
1316 protein kinase A catalytic subunit isoform 1 TR0O0165 37 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1317 | protein kinase A regulatory subunit TR03633 | 57kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6.8 Citosol
1318 | protein phosphatase TRO3123 | 46kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6.8 | Citosol
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1319 | protein phosphatase 2A catalytic subunit TR05383 | 35kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1320 protein translation factor SUI1 TR04287 12 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1321 protein transport protein sec13 TR02433 40 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1322 | protein tyrosine phosphatase TR00208 | 27kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Extracelular
1323 protein tyrosine phosphatase-like protein TR00496 19 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1324 Protein with unknown function TR00953 31 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Citoesqueleto
1325 | Protein with unknown function TRO1041 | 34kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol Nicleo

o o 0.2.4.6.8 Membra.na

1326 Protein with unknown function TRO1387 32 kDa 1DE P Plasmadtica
1327 Protein with unknown function TR03165 31 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1328 | Protein with unknown function TR03721 | 22kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria
1329 Protein with unknown function TRO3777 37 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1330 Protein with unknown function TR03949 10 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1331 | Protein with unknown function TR04040 | 29kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1332 | Protein with unknown function TR04205 | 87kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6,8 | Nicleo
1333 | Protein with unknown function TR05442 | 34kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1334 | Protein with unknown function TR05797 | 11kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
1335 | Protein with unknown function (TJrRl())5844 30kDa | 2DE/IDE/ gel free | &% 68 | Extracelular
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1336 | Protein with unknown function TR06271 | 31kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
0.2.4.6.8 Membrana
1337 Protein with unknown function TR06329 53 kDa 1DE / gel free e Plasmadtica
1338 | Protein with unknown function TR06627 | 41kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
0.2.4.6.8 Membrana
1338 Protein with unknown function TR06907 166 kDa | 1DE T Plasmdtica
0.2.4.6.8 Membrana
1340 P-type H+-ATPase TR04120 102 kDa | 1DE/ gel free T Plasmdtica
1341 | pyridoxal kinase TR03675 | 33kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
0.2.4.6.8 Membrana
1342 pyrroline-5-carboxylate reductase TRO1544 29 kDa 1DE / gel free e Plasmadtica
pyrroline-5-carboxylate synthetase-like .
1343 | protein TRO0457 | 47kDa | 2DE/IDE/gel free | > >* 638 | Citosol
pyruvate dehydrogenase E1 component alpha .
1344 | subunit TR05071 | 29kDa | 2DE/IDE/gelfree | »>>% 638 | Citosol
1345 | pyruvate kinase 2 TR02469 | 54kDa | 2DE /1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria
1346 | pyruvate phosphate dikinase TR06266 | 101 kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6,8 | Citosol
1347 quinone oxidoreductase TR0O0615 23 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1348 | Rab family, other TRO2185 | 23kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1349 RAB GDP dissociation inhibitor alpha TR03103 50 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1350 | rabl small GTP-binding protein TR00454 | 24kDa | 1DE 0,.2,4,6,8 Citosol
1351 | rabl1B GTPase TR02815 | 25kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
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1352 | rab7 GTP binding protein TR04957 | 24kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1353 | ran-binding protein 1 TR04578 | 23kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
0.2.4.6.8 Membrana
1354 reiske iron-sulfur protein precursor TRO3577 34 kDa 2DE/ 1DE / gel free T Plasmdtica
0.2.4.6.8 Membrana
1355 reticulon domain protein TR05002 21 kDa 1DE T Plasmatica
1356 | ribonuclease L inhibitor TR00662 | 73kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
ribonucleoprotein p18, mitochondrial A
1357 | precursor TRO5418 | 22kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
ribonucleoside-diphosphate reductase large .
1358 | chain TR03619 | 91kDa | IDE 0,2,4,6,8 | Citosol
ribonucleoside-diphosphate reductase small .
1359 | chain TR04880 | 39kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1360 | ribosomal protein L21E (60S) TR05435 | 18kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1361 | ribosomal protein L27 TR03269 | 16kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
0.2.4.6.8 Reticulo
1362 ribosomal protein L3 TR02056 53 kDa IDE / gel free T Endoplasmitico
1363 | ribosomal protein L35A TR02961 | 17kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1364 ribosomal protein L.36 TR03270 13 kDa IDE / gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1365 | ribosomal protein $20 TR04046 | 13kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1366 | ribosomal protein S25 TR02657 | 12kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1367 | ribosomal protein S6 TRO5110 | 14kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
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1368 | RNA helicase TR05708 | 49kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
1369 | RNA-binding protein TRO1118 | 31kDa | IDE/gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1370 | RNA-binding protein TR02427 | 49kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1371 | RNA-binding protein TR02534 | 32kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6,8 | Extracelular
1372 | RNA-binding protein TR03208 | 27kDa | 2DE/IDE/gel free | -2:4.6,8 | Citosol Nicleo
1373 | RNA-binding protein TR04652 | 29kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
1374 | RNA-binding protein TR05035 | 53kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
1375 | RuvB-like DNA helicase TR03603 | 53kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1376 S-adenosylhomocysteine hydrolase TR04758 48 kDa 2DE/ IDE / gel free | 0:2:4.6,8 Citosol
1377 | S-adenosylmethionine synthetase TR04280 | 41kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1378 | serine carboxypeptidase CBP1 TRO6814 | 23kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6,8 | Citosol Nicleo
1379 serine/threonine protein kinase TR04773 | 55kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1380 iiﬁi?ﬁﬁ?rfﬁéﬂﬂipm“ phosphatise TR05363 | 34kDa | 2DE/IDE/gel free | &2 %68 | Citosol
1381 | seryl-tRNA synthetase TRO6624 | 54kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol
. .. . . 2.4.6.8 Reticulo .
1382 signal recognition particle protein TR02964 83 kDa 1DE U Endoplasmadtico
1383 | small GTP-binding protein TR00926 | 22kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1384 | small GTP-binding protein Rab1 TR00576 | 22kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
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1385 | small GTP-binding protein Rabl11 TR03745 | 24kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citoesqueleto
1386 | small Rab GTP binding protein TR05498 | 22kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Mitocondria
1387 | small subunit ribosomal protein S11e TR06998 | 20kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1388 | small subunit ribosomal protein S17¢ TR02634 | 28kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1389 | small subunit ribosomal protein S19¢ TR05990 | 17kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
0.2.4.6.8 Membrana
1390 small subunit ribosomal protein S7e TRO3116 34 kDa 1DE / gel free T Plasmatica
1391 | small subunit ribosomal protein S9¢ TR03045 | 22kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
solute carrier family 25 (mitochondrial .
1392 phosphate transporter), member 3 TR05696 34 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1393 | spermidine synthase TRO1873 | 33kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Extracelular
1394 | S-phase kinase-associated protein TR05815 | 21kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
0.2.4.6.8 Membrana
1395 splicing factor 3B subunit 1 TR02477 130kDa | 1DE T Plasmadtica
1396 | sterol 24-c-methyltransferase TRO6821 | 41kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6.8 | Citosol
1397 | stress-induced protein stil TR02091 | 63kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol
1398 succinate dehydrogenase flavoprotein TR04856 67 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
succinyl-CoA ligase [GDP-forming] beta- A
1399 | chain TRO2001 | 45kDa | 2DE/IDE/gel free | %% %68 | Mitocondria
succinyl-coA:3-ketoacid-coenzyme A A
1400 transferase, mitochondrial precursor TRO1479 53 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0.2,4,6,8 Mitocondria
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1401 | surface protease GP63 TRO5051 | 61kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
1402 | surface protease GP63 TR06383 | 35kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1403 | surface protease GP63 TRO6760 | 48kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0:2:4.6,8 | Citosol
1404 | surface protease GP63 TR07133 | 73kDa | IDE 0.2,4,6,8 Extracelular
1305 t-complex protein 1, delta subunit TR00649 59 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1406 t-complex protein 1, eta subunit TR04762 61 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Nicleo
1407 | thimet oligopeptidase TR04069 | 77kDa | IDE 0.2,4,6,8 Mitocondria
1408 | thiol-dependent reductase 1 TRO0510 | 50kDa | 2DE/IDE/gel free | 0-2:4.6,8 Mitocondria
1409 | thioredoxin TR02030 | 48kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Extracelular
1410 | thioredoxin-like protein TR0O6316 | 25kDa | IDE 0.2,4,6,8 Extracelular
1411 | threonine synthase TR02778 | 73kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Extracelular
1412 | threonyl-tRNA synthetase TR03503 | 91kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Nicleo
1413 | transaldolase TR04548 | 36kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1414 | transcriptional regulatory protein NOTI TRO7157 | 123kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Extracelular
1415 transitional endoplasmic reticulum ATPase TR04770 89 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1416 | transketolase TR02117 | 73kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
1417 | translation initiation factor TR03905 | 62kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol Nicleo
1418 | translation initiation factor 1A TRO1319 | 19kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
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1419 | translation initiation factor IF-2 TRO0778 | 94kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1420 | trans-sialidase TR06179 | 50kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1421 | trans-sialidase TR06506 | 44kDa | IDE/ gel free 0.2,4,6,8 Extracelular
1422 | trans-sialidase TR0O7083 | 70kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Nicleo
1423 tricarboxylate carrier TR02126 23 kDa 2DE / 1DE 0,2,4,6,8 Niicleo
1424 triosephosphate isomerase TR03469 27 kDa 2DE/ 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1425 | trypanothione reductase TR02517 | 54kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 Citosol
1426 trypanothione synthetase TR01995 73 kDa 1DE / gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1427 | tryparedoxin TR04735 | 16kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Mitocondria
1428 | tryparedoxin peroxidase TR02563 | 21kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol
1429 | tryptophanyl-tRNA synthetase TR05241 | 44kDa | 1DE 0.2,4,6,8 Citosol
1430 | tubulin beta TRO5117 | 50kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2.4.6,8 | Citosol
1431 | tubulin-specific chaperone TR03448 | 26kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Mitocondria
1432 | tyrosine aminotransferase TR02148 | 46kDa | 2DE/IDE/gelfree | 0-2:4.6,8 | Citosol
1433 U2 splicing auxiliary factor TRO7275 27 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Extracelular
1434 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase TR04725 35 kDa 1DE 0,2,4,6,8 Citosol Niicleo
1435 | ubiquitin-activating enzyme E1 TR00202 | 115kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
1436 | ubiquitin-conjugating enzyme TR02646 | 16kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol
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1437 | ubiquitin-conjugating enzyme E2 TR01096 | 17kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1438 ubiquitin-conjugating enzyme E2 TR05683 17kDa | 1DE 0,2,4,6,8 Citosol
1438 | ubiquitin-fusion protein TR02208 | 15kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
UDP-glucose:glycoprotein 0.2.4.6.8 Membrana
1440 glucosyltransferase TR03078 185 kDa | IDE/ gel free T Plasmatica
1441 | Unc104-like kinesin TR05233 | 163kDa | IDE 0,2,4,6,8 | Citosol Nijcleo
1442 | uracil phosphoribosyltransferase TRO1159 | 26kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Citosol
1443 | U-rich RNA-binding protein UBP-2 TR07088 | 20kDa | 1DE/ gel free 0,2,4,6,8 | Nicleo
1445 | vacolar ATP synthase TRO4129 | 41kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Citosol
1446 vacuolar ATP synthase subunit B TR00246 56 kDa 2DE/ IDE / gel free | 0:2:4.6,8 Citosol
1447 | vacuolar ATP synthase subunit ¢ TRO1358 | 46kDa | IDE/ gel free 2,4,6,8 Niicleo
vacuolar proton translocating ATPase 0.2.4.6.8 Membrana
1448 subunit A TR04003 88 kDa 1DE / gel free e Plasmadtica
2.4.6.8 Membrana
1449 vacuolar-type Ca2+-ATPase TR03215 99 kDa 1DE 7 Plasmdtica
vacuolar-type proton translocating 0.2.4.6.8 Membrana
1450 pyrophosphatase 1 TR0O1468 78 kDa 1DE / gel free T Plasmatica
0.2.4 6.8 Membrana
1451 vesicle-associated membrane protein TR03000 33 kDa 1DE / gel free e Plasmatica
Reticulo
0,2,4,6,8 Endoplasmatico
1452 vesicle-associated membrane protein TR04595 23 kDa 1DE Mitocdndria
1453 | vesicle-fusing ATPase TR00809 | 80kDa | IDE 2,4,6,8 Citosol
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Codigos Localizacao

Proteinas de Acesso MW Abordagem i Celular

1454 | V-type ATPase, A subunit TR06069 | 68kDa | IDE/ gel free 0,2,4,6,8 Citosol

1455 ysine decarboxylase-like protein TR02950 ‘ 36 kDa ‘ 1DE 0,2,4,6,8 Mitocondria
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APENDICE B

Sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas deduzidas das proteinas selecionadas. O sombreado cinza corresponde a ORF
das proteinas e a sequéncia sublinhada corresponde a localizagdo dos iniciadores utilizados para PCR.

B.1: Espermidina sintase (ES)

1  IACAGCGITTACATCATIGCCIGGCCCCGGCCTACTCCCTGACGGC! CGCGAGGAAAATGACCAGTGGCCCGGGCAGGCCATGTCCTTCAAGGTAGAGAAGGTCCTGTACGACGCCCCGACGAAGTTCCAGCACCTGACGGTCTTT
E END QWP GOQAM S F KV EX VLY DAZPTI KT FOQUHUL TV F
151 GAGAGCGACCCAAAGGGTCCGTGGGGCACCATCATGGCGCTCGACGGCTGCGTCC GGACCACGAC TCGTCTACCAC GCTTGGCCACACCTCCCTCTGCTCCCACCCARACCCGGAACGCGTGCTCATCATCGGA
E s bDP K GPWGTTIMALUDSGTCVQV TDHUDEVF VY HEVL GHT S L C S HU?PNUPEI RV L I I G
301 GGCGGCGAC 'GGTGTGAT TGCGCCACAGCACCGTGAAGCACTGCGAGCTCGTCGACAT TGACGGGGATGTCATGGAGCAGAGCAAGCAACACT TTCCGCAGATCGCCTGCTCGCTAACGGATCCCCGGGCGACGGTT
G 6 b GGGV M REVL RHSTVKHCETULVDTIDSGDVMEZ OQSZ KOQHTF©P QI ATZCSTLTDU®PIRAT V
451 CGC CTGGCGTTTGCAAAGCAGGCCGCGGACAACACGTACGACGTGGT ACCACCGACCCCGCTGGGCCCGCCTCCAAGC TT TACAGGCACGTGCTACGCATCCTGAAGCCGGAC
G L A F A KQAADNTYODVV I IDTTUDU®PASGZPASI KTILV FGEZETFYRHV L R I L K P D
601 GGCTTATGCTGCAATC. ATGCATCTGGCTGGACCTTCCGCTTATT GTCTCGCTTCATCC TGGATT GTCAGTGAA( GCTAATGCACACACCCACGTATCCCTGCGGCTCCATTGGAACGCTT
G L cCCNOQOGECIWULDILUPULIEDMS SU R FTIIRGVGFAS VK Y ALMUHTU®PTYUPCGS I G T L
751 GTCTGCACGAAGAAGGCTGGCGTCGATGTGACAAAACCGCTGCGTCCTGTT GCCGTT AGGAGCTGAAGTACTACCACTCTGAAATGCACAAAGCCTCCTTCGTGCTTCCGCGCTTTGCCCAGCACATCAACAAGCTG
v C T K KA GV DV T X PLURUPVEEMZPTFAZ K ETLI KY Y H S EMUHI KA ASU F VL PRV FAOQUHTINIKL
901 GAATAA
E o+

B.2: Histidina amoénio liase (HAL)

1 CAACGAATGCAGAGTCAGGTGAGGGTTACCCTTGATGGCTGCTCTCTTACACCCGATGCATTATACGCTTTGGGGTATGAAAAAGGCGCCACAATTGAACT TTCAGACGAGGCAGT TGCAAARATTAACGCTGGCCGTGCCGTGATCGAT
M Q S Q VRVTITZLDGT CS STLTFPODATLTYA ATLTGZYTETZ KT G ATTITETLSDTET AVYVATZ KTINA ATGT RTA AVTID

151 AAGATTGTTGAGGAAAATCAAACGGTTTATGGTATCAACACAGGCTTTGGTAAATTTGAATCAACGATTATTGCACCGGATCAACTGGAGCTTCTGCAGTTGAATCTTGTTCGATCCCACAGCGCATGC CCCTGACACCC
K I v E ENOQT VY G INTGVFGK F ESs TIIAZPDOQULETLTULIOQTZLNTLVR S HSATC V G
301 CAAcGGGCTCH CCTTCGTGTCAATATTCTCTGCAAAGGTCACAGCGGCATTCGTTTGGAAACGGTTCAAAAGTATGTCAAGGCATTCAACGCTGGTGTGGTTCCCTACATTCCAGAACAAGGAACCGTTGGTGCCAGC
Q R A RMMMA AL RV N ILCIZXKGHS G TIRULETV QK YV KA FNASGV VP Y I P E QG TV G A S
451 TCGGTCCACTCTCCCACCTGGCC ATGCTT AGGACGCCTTGCAACGCTTAACAACCTGAAGTTCC! CCGACTTGTTT AAGAGCTGGGC CCATCACGTTGAAGGC! TG
G bD L G P L S HLAULGMULSGUESG RTILATTLNNILI K FREA ARTLVL QEL GV E?PITTILZ KA AI KT E G L
601 GCGCTGATTAACGGAACAC TTATTTCTGCCCTCGGTACAGAAGCC GAGCTCGAAGAACTGCTCTCCTTGCAGACGTTGTTCTTGCCATGTCTCATGAAGCGCTACTGTCATCTGTCAGTGCCCTTAACCCCGAGATTCAC
A L I N G T Q F I §8S A L G TEA AV V RARU RTATLILAD VYV L AM S HZEA AULIULS s V S A L NP E I H
751 CGTGTGCGTCCTCACAAAGGTCAGC: TCAGCGTCTGCGGTCACTTTTACACAACGAAAAGCATCGGTCTTCGATTCTACTCAGCCATAAGGGTTGCGGTCGCGTTCAGGACGCCTACTCTATCCGTTGCTCTCCCCAGGTG
R VvV R P H K G QI VAQRI L RSLILHNEI KH RS s I L L S HKG G CS G RV QDAY S I RC S P Q V
901 Ci TCCAATGACGTCATCGA. GGTATCCTCACCACGGAGCTCAATTGCGCCACTGATAACCC CCGC AGTGA. GGTTTCGTGCGGCAATTTCCATGGTGAGTACCCAGCGAAGGCC
H G I s N DV I EW VY G I L TTEILNTZCATTDNU®P LV F P HG SV KV V S CGNTF HGE Y P A K A
1051 CTTGATATGCTTGCCATTGGTGTCCATGAACTT AGCGAGCGTCGTATCGAGCGTCTTAACAATCCGTCTCTCAGCCGCCTTCCCGCCTTTT! AAACH TTAACTCAGGCTT GCTCATTGCACT

L pbpMM 1L AI GV HEULGS I S E R RTIEW RTILWNWNZPSLSRULPAZ FILVENGSGT LWNSGGFMTI A HCT
1201 GCTGCCGCCCTTGTCTCGGAGAACAAGGTCTACTGTCACCCCGCATCCGTTGACAGCATCTCCACCTCTGCTGCCCAAGAAGATCACGTCAGCATGGGGGGGTTTGCCGCACGCAAGGCTATTAAGGTGGTGGAAAATGTCGAATACATT
A ALV S ENI XKV Y CH?PASVD s IS TS AAOQEUDU HV SMGSGVFAAIRI KA ATII KUV VENVE Y I
1351 CTTTCCATTGAGCTTCTGTGCGCCTGCCAGGGCGTCGATCTTCTGCGGCCGCTCACGTCGACGGTGCCGCT AAATGTC' CTCGTCCGCAACGTCAGTCCCAGTTGGGATAAGGATCGCGAAATGCACACTGACaTAAAAAAT
L s I ELLCACOQGVDJLLUR®PILTSTV?PLENUVWSL VRNV S P S WDKDIRIEMUBHETDTI KN
1501 GTCGCGGAGCTGCTGCGCTCCGGTGCTGTTTGGAACGCGGTTAAGAAGCACATCCCCCAGGAGGCGCACTTCCTGGATGTCTTTACCGCCAAGAAGCCGTTTGAGCTGAAATCCAACATTTIGAGGGGGAGACACA
vV AELULRSGA AV WNA AV K I KHTIPOQEA AHTFIULDUVFTAZ KI KU®PTFETLI KSNTI®*XG G DT
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B.3: Proteina glicossomal SA (Gim5A)

1 AAAAIGTCCGCCI TG CCACGCATACCTTTCCGACACGTGGAACCGTGACA. TAT A AGTTCCTTCCGATGGCGC CCTGTTCGAAATGC! 'TGTGATTCCCTTGCCGTATCTCTGGGCAATCTGTCT
M s A F A HAY L SDTWNU RD KVMATIVQ F L PMATILUESGU?PVRNASGTCUDS L AV S L G N L S

151 GGACGCGTATCGTGCGGTCACCCGTTTGTCTCTGGTTCTAAACGCGCTTTCGTCCAAGACGTT TTTGGCGAAACC CTTCGTTTCTCGTCTTGATC TTCACACGCGTTTCACATCGGCTTC
K M A DAY RAV TRIL SL VL NAILS S K TL GAULAI KU&PSGEU DA ATZFV S RLDOQV S HAU FHTI G F

301 TGCTTCAACGAGCACACGGCGGTGCTCGCAGGGC! TTAATTCCGGGCTGGCACGCC GT TGTGCTTTGCTGGTTT ACGCTTGTCGTGGGCTTGGTCCGGCAGGTGTACCTGCTGGCGAAGCACAGCCCC
cC F NEHTAVLAGIRGVFWNSGILARULGSGVAVYVY L CWU FYTULV V GGL V RQV Y L L A KH S P

451 AATGGTCCCTGCAAGGTTCTGATGCCGGGGAATGCAAATGACACGAAGGTTGTTCCATACACGCACGAGGAGTGCAAGCGTGCCGTGGTGACCC! AGCTGGGCCTTTT CGTGTTTTCAATGACGTGCCTGCCTGAGGGCAAG

N G P CK VL MPGNANDTIKVV?PY THZEZETCI K RAVVTILVKILSGULZFTVF S MTCL P E G K
601 CCACAGCTGCTGCAGGAGCCATGCAGCTTCTTGATGCCCCTGCACCAGTTGGTCAGAGCGCTTGCACCAAACAAGCtGCAACTGAGTGACACTGTGCGTGGTCTGTTTGCCCTCTCCGCATCW
P QL L QE?P CSF L MPILUHS QLU VI RALAPNIKILOQLSDTVIRGILU FATLSASTILTCTDTF Y G

B.4: Aspartato aminotransferase mitocondrial (mASAT)

1 ALGTICT T ACCI I I I AL ICCTTCTCTCTCCTTTTTTTTTTTTTTATT! ACCCTCC TT GATTTCTGCAATTTCAGCTCTGGCCAACTTTTAAAACCGAATT AGCGCTTTTCCTGCAATGCGATCTTTT
M F F L P F I § F S L L F F F ¥F I ¢ T LRFE S VRVF L QF QL WP TV F K T EF I S A F P AMUZ R S F
151 GTCACTGCAC CCGCCATGAAGGCTCTTCT AGCAGCCGCGCCTACAGCAGTTTCTTTGCCTCCGTTCC CAGACTCCATCTTGGGCCTTTCGCTCGAATGCCAGCGGGACCCCCACCCCGAGAAGGTCAAC
v T A R G P AMKAL L G S S RAY s s F F A SV PMGE®PUDS I L GL S L ET COQIRUDUZPHZPE K V N
301 CTTGGCGTTGGCGTTTACCGCGACGACGCGAACAGGCCGTACGTTCTCGAGTC! GAGCATTGGCGACGAC. GCCCCGATCAAC 'GCCGTCCTT GGCGGCGC TGTGCTTT
L G Vv G VY RDDANU R®P YV L ES VR KASTIGDIDMEY AU®PTINDNGGV VP S F V S AAOQIRTULCTF G E
451 GATTGCTCAGCAGTTCGCGATGGCCGCATTGCC AGGC CGGGGCGCTGCGC TGGT ATTGCTGAACCGCTTCATGAACAACTGCACCAC! GGCCCCAACCCTGGCTACGCCAACCACGCT

p ¢ s AV RDGU RTIASCOQAVYVGGTGGALWURTIGSGETLTLNI RV FMNDNNTCTTTI Y G P NP G Y A N H A
601 GGTATCTTCAAGAA( TGGAATGACCCTCCCGACGTACACGTACTACAATCCTCTCACGAAGTCCTTGAACTTACCTGGCATGCTCAAGTCACTGGAAGAGATTCCAGAGCGCTCCGTCGTTCTTCTGCACGCCTGCGCCCACAATCCT
G I F K K A G M TL P T Y T Y Y NPLTZX S L NLP GMULIK S L EE I P E R S V

751 ACTGGC ACCCCTCTCAAAGC! GT 'GATTAAGCGACGGAACCTCTTGCCATTTGTH CTACC: TTGCCACC CTCGACCGCGACGCCTTCCTGCCGCGCCACCTCGTCAAG
T G vDpD?PS QS EWTILSOQV s EV I KR RNILILU®PZFVDMAY QG FATGDTULDIRDA ATFTULZPIRHL V K
901 ACCGTTCCGAACGTA. TCAGTCTTTTTCAAAGAACTTTGGTCTCTACGGGCTTCGCTGCGGTGCACTGCACGTGGTTGTT ACCC: GGAACGCGTCTTGTCGCAATTGGCTCTCATCATCCGTGCAATGTAC
T v PNV I VAQSF S KNV FGGVL Y GLROCGATLUHUVVVDN®PVEAEI RV VILSOQILATZLTITIIRAMY
1051 AGCAACGCTCCGCTTACTGGAGCTCGTATTGTGAGCTCCATTCTTGCCTCCCCGGAGCTCACGGTGCAGT! TCA GGACCGTCTGCAGGGCGTGCGTCAGCGCCTGGTGAAGGAGCTGCAGAACTGTGGT
s NA P L T GARI VS SsS I L ASUPEILTV(QWZXKGEULI KSGMSUDU RILOGVROQRTILVKUETLIOQNTCG
1201 TCAATTCGTGATT GCAC GTCAAATTGGC 'GTCGTACACCGGCCTCACGAAGGAACA CGCTAA TGCACCAC ATGACCCTGAATGGCCGTGCAGCTATCTCTGGACTGAACAGCACC

s I R D W S HTIEROQTIGMMSYTSGULTIZXKEJ QVETT LI K RMHHEV Y MTTILNG G RAATISGGTULNST

1351 AACGTCGCCTACGTGGCAAAGGCCTITTICACGACGTITICTIAAG
N V A Y V A KA F HD V s K

B.5: Antigeno de membrana apical (AMA-1)

1 ALGCAGGTGCCGAATCCAGGAGGGGATGTACGATACCCCGAGGCCGACATCGCAAA TGGCCCAGAAGTC. CCATGACGAATCAATTTTAT GCCGCCGCCGCCTC TCCGACCCCCATGGAG
M Q v pP NP G GDVRYPEADTIA AI KV GTG?PEVRGVPMTNUGQT FY Y AP P PP L V TP TP M E
151 GTCCAACGCCCCCAACGGGAC! GATATCTGTCACTGCTGTCAGGACTGCTCACCGTGC! CTGGTGC' TAT TGCCAGCTTTCCCGACAGTAC. CAGCGC! CCACCATAGACGGG
vV Q R P Q R DWZXK Y D I CHCTCODTCSU®PCVEA AWWTCTCYYCOQULSROQYNMMVCOQURGGUP T I D G
301 ATGATC! T CGCATAC TACTTTTGC TGTTTCCCCAATTT GCACCAAACTTCH AAACCTCAACATTCGGGGCAC! TT 'TTCTGTTGCTCCTTATGCTGCGGG
c L AAY CGDYU? FCGSGTIUVS?PILOQCGMAU RTI KT LI REWNTLNTIWRTGTSFDUDT FTCTCSULCCG
451 CCCTGCACCCTGCAACAGTCCTTGAT CAGC GTTCCCCGGCGCCTGCTGCTACGAAGCGCCTCCTGGTTTTGTGGCGATGCAGTAR

P CTULQQ S L MEMTA AV GMT FPGA AT CTCYEA APUPGTFVAMOQ *
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B.6: Proteina mitocondrial ligante de RNA 2 (MRP2)

1 ALGCTICCTCALCTTIGCACCGTGGCCC CCACCGCGTTGCTGC! TACTTCACGCTGTCCCCCGCACGCTTACAAACTGCGACCTCAAGC! TCGC! G ‘GGCACCAGCCATGACACCAATACT
M L R H L AP WP VMAUHIRVAA AV GYVFTILSPAURILIOQTA ATS S G S E SRV E S G T S HDT N T

151 AGCGGTCCTGCGGCGAAGTGGCGCCGTCCATCACTGGCTCAGCAGCGCGCTCGCCGCTCGCAGCTTCCGCCTGCGTTTGATGTTGTGCACTGGAACGACGAGGACATGAGCCGCGGGCACCTCTTGCGGGTGCTGCACCGCGACAGCTTC
S G P A A KWW RIRU®PSLAOQOQ RARIRSOQL?P®PAVFDV V HWND E DM S RGUHTILILRV L HR D S F

301 GTTGTCCTCGATTACCACCGCC. AGAAA AACAAGGCAGAACGCGTCGTGTC TGCCGGCGGTCTACACGGCTCGCTTTCTC C AGTCG
v v L D Y HRQV K XKL GE EGNI KA AEWRVV S VML PAV Y TAI RV FILGV L E G RMMEQV E V Q S
451 CGCTTCACCAACGCCGTCTTTGCCCCCGTCCC CGCACACCTTCATCCTCAAGTGCACCTCGACGCGGCCTCCGCAGCAGCAGAATAGCAGCAGCGGAGA! AA T TGGAC! 'GATGTTTGACGTCGCGGAG

R F T N AV FAUPV?PEV/PHTU FTIUL KT CTSTU®R®PUPIOQOQOQNSS s GGDSGETT FDWTV MTF DV A E
601 TCACTCATGCTTCACCGCTTCCTCTCGCAGGCGCTGCACTACAACACCGGATITTIGCCCGCACGTITIGTG
s LML HRVFUL S QAULHYNTGT FAIRTTF V

B.7: Proteina flagelar ligante de célcio (FCaBP)

1 ALCAIGGGGCCTITGCCETTICGAAGAGCTCAGCGGGCAACA. 'CACCGACCGCA. TGCGT GCATTCGTC CTCGCGAGAAGACGGCCGAGGCGAAGCAGCGCCGCATTGACCTCTTCAAG
M G A C G S K S S A GNI KDGZ K S AT DRI KVAWEIRTIIROQVIPREI KTAZEA AIZ KOQRIRTIDTL F K
151 AAGTTCGACAAGAACGACACGGGCAAGCTGTC! AACGGCTGCAT TGAAGCTGGACGAGTTCACCCCGCGCGTGCGCGACATCACGAAGCGTGCGTTCAACAAGGCGAAGGACAAGGGCAGCAAGCTG

K F D K N DTG K L S Y DEV Y NGCTIEV L KLDZ ET FTU®PI RV RDTITE K RATFNIZ KA AIZ KTDIE K G S K L
301 GAGAACAAGGGCAGCGAGGACTTTGTTGAATTTCTTGAGTTCCGTCTGATGCTTTGCTACCTCTACGACTACTTCGAGCTGAC GAGATCGACACCTCCGGCAACATGCTGCTGGACGCGA GAGAAGGCC

E N K G S EDF V EF L EF RL ML CY L Y DY F EL TV M D E I DTS G NML L DAI KE F E K A
451 GTCCCCAAGCTCGAGC. GAAGATCGAGGACCCCGC AGGAGCTGGACAGAAACGGCTCCGGTTCCGTGAC T TGCGTGGGCTTCGGCACGCAAACTGGACGTCGACGGCGACCCGGAC

v P K L E Q W GA K I EDPAZEV F KEULUDI RNG S G S V T D EFAAWA ASARIKTLDV D G D P D

601 EEECECEORRGRRTERICACICH
N A P E

T
F
T
F

B.8: Proteina de membrana de cinetoplastideos (KMP-11)
1 ALGGCCACCACCCTTCAGGAGTTTTCCGCCAAACTTGACCGGCTGGATGC! TT AAGAAGATGGAGGAGCAGAACAAGAAGTTCTTTGCGGACAAGCCGGACGAAAGCACCCTGTCCCCTGAAATGAAGGAGCACTACGAGAAG
T T L E EF S A K L DR L DAEVFAI K I KMEZEOQNI K K F F A DI KPDES TUL S P EMEKE H Y E K
151 TTCGAGAGGATGATTCAGGAGCACACCGACAAGTTCAACAAGAAGATGCACGAGCACTCTGAGCACTTTAAGTCGAAGTTTGCTGAGCTGCt TGAGCAACaAAAGAAC,
F ER M I Q E HTD K F N KKMUHEH S EHZF K S KF AEILILEIGQUOQIZ KNA AU QT F P G K

B 9: Calpaina cisteino peptidase (CCP)

ATGACAACGCTCGACGACCTCTACGCGTCTTACTGCCGCAGA AAACCAAACAGCTCCATCTCCAGGTACTTGCAGGAGGAGTTCACACGACACGATCAGCGTCGGGTACTGGAAAGCGTGGACCTGTCGAAAAAC G
M T T L D DL Y A S Y CRRIRGCIKUPNS s I S RY L Q EEF T RHDOQ R RV L E S V DUL S KN Y V
151 GGCGCGAAGGGCATCATTCCTATTCTCGACCTTGTCAAGA. AGACC 'TGGACGCCAGAAACAGC; T ACGAGC. ATCTTGTTTACTGTCTTGCCCTGCATCCGTC!
G A K G I I P I L DL V KNV XK TV RURULDARNSMTLEUHEOQTLUEUHTILV Y CLATLUHU®P S ME D V D
301 GTGTCGGACAACGCGCTTGACAACTCCAGTGTTGACCTCATTTTGCAGCTTCTTGAGGCAAATGAAAACATCACCACCTTTCGCGTTGACGGGAATCATTTCTCACCCGCCTCCCTGTCGGTGATT! TA GCGGAACAGG
v s DN ALDN NS SVDULIL QULILEANEWNTITT?F RV D GNUHF S PASTLS VI GEYTILER N R
451 GAACGAAAAGCGGCGCGGCAGC GCTGCCGGCAATTACAAAAAAGTTTTTCCGTGCGC ATCGCT ACCTC! CATGTACATTACTCTACCTGGTGGAAGAACCAACAGTACATTATGCGA

A AR OQREUV L PAITI K KT FFRAOQVI RGSULESGHDT S G GHV HY S TWWZ KDNOQOQ Y I M
601 ACCTCACGACGAACCCAAGTCCGCATCGTCATGGATATCGATGCTCCCAAGACTGCACGACAGGCAGGGTTCTTTGTCTTTCACTCCGACGGAACACACAAAGTGATTGAGGCGGATGCGGAACACATTGCTGCAGAAAGCAACGTAGAT
T S R R TQVRIVMODTIDA AP KTARIOQAGT FT FVFHSDSGTUHZ KUV IEADA AEU HTIAAESNVD

751 CACAGTCATTGTTTTGT CATGTGGGCT! ACACGCTGCGTACTCCATCATGCCCTTTACATTTTATCCTGAACGAAGCATATCATTCACGCTGACTGCCGAGATCTGCCAGGAGTGTTCAACCAGGGCCGAGGCTTGGGTAACG
H s HCF VvV TMWAEEUHAAYSIMPVFTFYPE RS STISFTILTAZETITCOQET CSTIRAEA AWUVT
901 TTGGAGCCTGTGGATCCTGCGCTGGAT GT GTC GGC CGACTCCGCC GGCTCTCCAGTACAGCATTTATGGTGCCGCAATCCTATGATA GTGCAATATGACGACTCTATTCAGGCCCAC

L EPVD?PALDWHVYVMDGEWSGYDSASGSGSUPVQHILWOCRNZPMTIWRV QY DD S I Q A H
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1201
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1501

1651

1801
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2101
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2401

2551

2701

2851

3001

3151

3301

3451

3601

3751

3901

4051

4201

4351

4501

4651
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CGAATGGCATCACCTGCCACGCTGTTTGTACAGCTAAGCAAGAGCGTTGATGCAGACGTAAACGACGATA TGGATTTGATGTTGTTACTCTGGATGCTACAGGAAACAACAAACCCCCCATCTACTGTAGTGACGAGGTGCGG
L FVQJLSEKSVDADVNT DTDE RT RTITGTFT DVVTTLDA AT GNNEKTPTPTI Y C

AAGTGTACGTGCCCTCACGCGCACCGCACAACAGTTGCAGCGTCATTAGAGATAACGTGTGCCGTCCTTGACCTGTTTATCGTTCCGAGCACGGAGGCACCTGGACAGTTGGGCCCCCACAC GTCTTTTCCTCTGTTCCTCTC
K C T CP HAHZ RTTVAASTLTETITT CAV VTILODTILTFTIVE®PSTTEA ATPTG OQTLTGTPUHTUVCVTF S SV P L
CGACTGACCACATCGGTGTTTCCCCACGGCTGGAACTATCGTGCAGTC. GTGT CGAAAGCAGCTGCGGAGGGAGCCGGGAAAACAGCATGTCATGGAAGTGTAACCCCTCCGTTGCACTTCACTTTGATGCAGACARACCC
R L T T S VvV FPHGTWNTYTZRAVE RTGVWDTESSTCGGSTU RENSMSTW®WE KTCNTPSVATLTHTFETDATD K P
CCTCAGGGACTGGTCCTCTTCCTGGAGGGATCTTTGCCCGAAGCAAGGAGCCTCGTCTGCAGC! GAC GCCTGCAGCCATTTCCTAGGCTCACCCGCAACGGAAGAGGAGAAGCAGCAGAAGCAGGAARAGAGGGAGTTG

D ACSHTFTLGSZPATTETETETZ KT QO OQTZ KT QTEZKTRE L
CGAGACTTCTTGCGTCGCCACAAGGTGEGTTACCTGGAAGGGTGTGTCTCCCTTGTCGAGGCCTGTCCACCGATGTACCGCACGCTTTACTCCTCT TCC CGGT GCCTTGTCGTGCCTGCTGTCAGCGAGGAC
R DF LRREHZEKV VG GYTZLETGT CVSJLVEATCTPTPMYZ RTTLTYSSETYSGGSVVRTILJVVPAV S E D
TTTTTTCTGCTGGCCACAACACGCCACGCAGGACAGCTGGGGAACT TCACCCTTCACATCTTCTCGTCACGATCGITIGTGGTGGACGAGGTGCGGECCTTGGCGTTGCGGEAACGGGAGTACCAGCTGCTGCAGGACACCCAGACACGT

F F L L A TTURUHASGO QUL GNTF T LHTIUF S SR SF VVDEVIRALATLZR RIEIRIETYOQLUL QDT QTR

CAGACAGC! A CGAGCTGGTCCACAAGATCCCGAAGACACGGTTCTTGCACGCAAC TCTTCGACGTTGTAT AA GGATCGTGACTTTCCAC! CTCGCTG
Q T A M L G L V K GRAGU®POQDU®PEDT VL ARNDNUETIT LW R RTCMU VTSGEI K YV DRDUF P R G G S S L
TGGATAGATCCCGAGGCGAAGACACCAGCGTGGT! TACTGGAAGCGGCCGACGGAGCTGGTCGAGCACGTCACTTTTCTTCAGGACTGGAGATGTGACTGTCCCTTCCCCTTTTCGAGACGAGAGTGGTTTGCCTCC
w I D P EAKTPAWTCGR RETI Y WK R?P TELV EHV TF L Q D W RCDCUPF P F S RRE W F A S
GTCGCACACGCGATTGCGACAAAGCC AGGCTC AGCTACGATGTCGC! GGTTGGTTCAGTTCCGCTTCTTTA. C TGT ATC! TACCTTCCATGCGACAACGTC
v A H A I A TIKPRWILOQAILSV s Yy D VAEGVLV QFRVFUF K S G OQWTV Vv s I DDYL P C D N V
ATGGAACTATGC: GCCCATCAAGAGACAAAGC, TTTTTTTTCCCCCTTT AAA CTACGCGAAGCTCCATCGCTGCTACGAGGCACTCGAACGAAAGGTTACTCCGGAACTGCGCATCATTGACGTGATGTGTCAT
M E L C M G RZP S RDKADT FFF P L L E KA AYA AI KILHURTCY EA ATVLZERI KV T®PETLWRTITIDV M C H
GGCCT TGTCAGGCTGTGCCCCAGTGCATTTTCCTCTGC T ACAGCAAGGCATTCTCTGGATGAAGCTGAAGAACGCCATTAAGCATGACTTTCTTTTCACCTTTTTGCTGCGCAGCGAC
G L M DL S GCA?P V HF?PLIRGSVELTVEOQOQSGTIL WM KTLI KN ATIIZ KHTDT FLF TF L L R S D
ACCGC GGCTGAGCGAGTC: TT TTTTGAGTGACCACCTGTACCCCGTCCTGGATGCACGCTTT AGGGCAGCGGCTGCTGAAGCTTCGCCAC AAGAGTC! CAAT GGCAAGTGGCGG
T A E A A ERVSL G I L S DHULY P VL DAIRYFV EGOQIRILILI KU L RUHWS GO OQESETINWGG K W R
GCGCAGAGCCCAAAGTGGACCCCGGTGCTTCGCGAGCTGCTTCGGT TTGATGAGACGGATACAGAGACGT T TTGGTTGGGT TTGGATGAGGCGTTTTTCTACT TCACAGACCTCATTATGACGGCGGGGGCACCACACACCTCGTGGGTG
A Q S P KW T?P VL REULILWRU FDETODTET?FWIL GUL DEAFF Y F TDILIMTAGAZPUHT S WV
TCGGCGGATTTCTCCGATTGCCCCAACAGCAGCGGCAGCCAGCTGTT CC TTGCGCTTCGGCTTGGAAATTTCCCGCAGGATGTGAAGCAGGTCCAGATTACGTTGGGACTCCATCAGCCGGACGCACGGGCCCGGGTC
s A DF SDC®PNJSS G S QL LAGAQ FALU RTILSGNZF®POQDUVKQQV QI TTILGL HOQP D A
CTACGGAAGAAAGACGCTCTAGCAACGTACCGCACCGCTATTGGCTTGGCCGTTGTGGCTACAGCAGACAACACCGTGT! AAA TAACAGACGC. 'GT A T AGCCCAGTCAATGCCGCGATCGTATGTGT
L R K K DAULATYRTATIGILAVVATADNTV WK KEITDATDVTII KT CULEU®PSOQCRDIRMZC
CCTTTAACAGTTGACATGGAAAATGTTAAGGGAAAAGAACTATTGACGCTGATTGCGTTTAGAGAAGATCCAGTGGCTGCCAATGTGCCCTTTCTGCTGTCGGCGTGGTCCGATAATTGC 'GGCGT TCC T GGGAT
p L TVDMENV VK G KEL L TUL IAV F REVDU?PVAANVU?PVFL L SAWSDNTCEVATLAUZPV E R D
CTGAAGACGACAGTA. CCGTGGAATACCCTGT ACCCGCATCGTCGTTCT ACTGTCCCCAGTACTTTGTCTTTCCAAGTGAATCCACGGACGTCTTGTTGGTTCTGCGTCAAGAAGTAGCGGTGGGA
L X T TV s GEWU©PV EY PV GS PASSF WU RDTCU®POQYF VF P S ES TDV L L VL ROQE V A V G
GAAGCACCCAAACCTATTGGATTCACCGTTCACCGTGCGACGACATGTCGCAGCTATC CCCGCAAC 'GATGT AGGCAGCACCGTCTGCGTCTGTGGAAGGAACACTGCGGCTACTCGGAATGAAGGAG
E A PK P I GF TV HRATTT CRSY L EYDU®PATVMILEVQAAUPSASV EGTTULIRUL L G MK E
CGCAGGGGAATGCCGTACATCATTGTGCCCTTCTGCACGGAAGCTACACCTGGAGGCAAGTTTTGGTTGGATGCCATCGCCAATCGTTCGCTGAGGCTTTGCCGCATAGAGCCAAGACTGGACTGGCATCGCGACAGGAGGCCTGCCACA
R R G M P Y I I VP F CTEATU©®PSGSGZ K F WL DATIA AN RS SLIRILT CIRTIUEU?®PI RTILUDWHIRUDIRIRP A T
TTTACGTTGACTGAC! TT GGTTCCCCGCGTTTCTCGTCGTGGCGC CGC T TCTAACGTTTCCCGTT AGGGGCGACTCTTTAT CTACGCAATGACGATGTGGGCGATAAAGTGACGGAG
¥F T L T D G s F G G S P R F S S W RS S P QF AL TVF PV GGGGQGR L F I VL RNUDUDV G D K V T E
GTC TTCTGCGTGGC ACGGGCAGCGGCGCAAGCTGGTCATCTCTCCTGCCGACATTGTGGCTTGTTCCGATGAAAAAGTTGGTGCCACCGTGATTGACT T GTGCAGCC
v éMMIL L R G DN QW EDNGOQ R R KLV I s P ADTI VACSDEI KV GATUVIDT CETIDV Q P E C
ACGCTCGTCCTCGTCGTGTACGCCTCCATGCCGTATCGCGAGGCAGCTGTGACGGTTGCCCTTTATTCCGCCTCCGCC! GCCGGT ACACGTTGCCGTGGC AGC TCGGCTACACG
T L v L VvV Y ASMUP YR EAAVYV TV ALY S A SAV V V APV KEWAUHVA AUV AEGSWEULG Y T
GCCGGC TC T AACCCCTTTGT GCTGAACACGTTCCGGCGGACGCAAATTGTGGCGCTGCTGCTGCAGTACCCGC! C GAAGCCAATTGTGAAGCGGGCAGGGAATAAGAAG
A G G G S E EF S G W I NNPVF VALNT FIRIRTOQOQTIVATLTLTILIOQYPRG?PEI KU®P I V KU RAGN K K
GCTTTCTTGCCCCCCATCATCATCAATCCAAACAACCGA. GCCCTGGACCTGAGCATGCGGGACACGGAACTCACACTCATTGCCACCACGCCCTACACGCAAAAC ACTCGTGGCA. TCCTGTGGCA
A F L PP I I I NP NNIRMZETIAULUDU LSM®RUDTETLTTULTIATT®PYTOQNSEV T L V A S V P V A
GACTCTATGCCCTTTCTCTTTATTCCCCACACAAAACTGCCCGAAGGAAATGGCGAGTT TCTTTGTGTATGCGGACTCCCC! 'TCTACACGCTCACGAAGGAGCGGCTGCCGTACGTC

p s MmpPp F L F I P HTZ XKL PEGNGEVF KL F VY ADSUPTIEULYTTLTI K EIRTILUP Y V
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B.10: PFD1

1 ATGATTTTCCACTACTGTACCCTCATTTCACATGTTTTTACATTCCGACATTTCTTTTTTTTTTGTCCTTTTCCCCGGCGATTTCCTCGAAGCGAGAGGAAGGAACCATTTACAGACTCAATGCGTCGATTTGCTTCCCCTTTGGGCGEC
M I F H Y CTJL IS HVFTTFTU RUBHTFTFTFTFT CPTFTPQRI RTFTZPIRTSTETRTE KTETPTFTTDSMRT RTEATSTPTLG G

151 GGCATCCACTGTCTGCTTCGCCGCGTTGCGTCTGCTGCTGTGGTGCGCAACATCCCGCAGGCCAAGTCATCGGCGC! T ACCCCCGTCACGA GCAGGCGTTTAACGTCCCTGCCGCCATCCTCGCGCAGGTG
G I H C L L RRV A SAAV YV RNTI®POQAZIKSSAOQILGTU®PUV T EKEEVAOQATFNV?PAATITLAQV
301 € CGGC GCTCTTTGCGGAGCTCGACCTTGCACGCGTGCGCTTTGCCCCGCTGATCGCCACGCTGGGCGCGGAGGAAGACGTCACGAAGATTGCGACAGAAGTGAAGGA GAAGACCGGCAAGGAC! GGCG

R RPAEVLFAEULDTULARVIRFAPILTIATTULGATETET DUVTIZ KTIATEVKEA AIZ KTGIEKDG S A A
451 GCGGCGGCACGTAAGCCTGTGGCTGGCGCAAAGGAAAAGTTTAAGAACACTGAGTGGAAAAGCATTAAGGAACTCGTGACATTTTACGAGGAGGTTATGCTGCCTGCTCGTCTGGTGCACCTGGACTACAGCGTCTATGAACTGAATAGC

A A ARKUPVAGATIKTEZ KT F KN NTEWI KS SII KT ETZLUVTZFYEEVMILUZPARILVHLIDY SV Y EL N S
601 TTTCATATCAAGGACGACCTCAAGCGTGGCCTCTCCGCCTTCAAGCAGGACTACCTCGACAAGCAGAAGGTGGAGCTTGTAAAGGTGCAGAAGCAGATGCAGGACTGCCAGGAATTTATTAAGAGTGTTGGCACGACGGCCTTCGACACC

F H I KD DULK®RGUL S AFKODYULDIEXKOQZ XKV ETLVI KVO(QKOMODTCOQETFTII KISV GTTATF DT

751 ATCATTTTT. AAACATTCTTCGC GAGCGCAACCCGTATGCCCACCGCTTGGCCATGCAGGTCTT ATGAACCTCCTCCGGGTTCCCTTCAACGAGGTGACAACGAAGATGCTGCACGCTATCGTG
I I F N DI ANTIULW RV CGEI RNUPYAHI RILAMSOQVLEIDMNTLT L RV P FNZEUVTTI KMTILUHA IV
901 TTTAACGATGGCGCATTTGATGACTCGGCGCTCATGTTCACGT CCTGAGC GAGT C C ACGCTAAAAATCATCAGTGCGCGGCATCAGACGCCGCTG

F N D G A F DD SAL MU F TL V EY P EIRGEV SV s RE?P VDRI ADTDTL K I I S A R H Q T P L
1051 GACGACGGAGTGAAGCTGCACCAGAACGACACTCAGCCATGICTIGCAGCGCTCGCTAGAG
D D GV KL HQNDT QP CUL Q R S L E

B.11: PFD2

1 AIGATTTTCCACTACTGTACCCTCATTTCACATGTTTT TACATTCCGACATTTCTTTT TTTTTTGTCCTTTTCCCCGGCGATT TCCTCGAAGCGAGAGGAAGGAACCATTTACAGACTCAATGCGTCGAT TTGCTTCCCCTTTGGGCGGC
M I F H Y C T L I S HV F TFRHHFF F F CPF P R RVF P R S ERIKE®PF TD S MR RV FAS P L G G

151 GGCATCCACTGTCTGCTTCGCCGCGTTGCGTCTGCTGC! GCAACATCCCGCAGGCCAAGTCATCGGCGC ACCCCCGTCACGA GCAGGCGTTTAACGTCCCTGCCGCCATCCTCGCGCAGGTG
G I #H C L L R R VA S AAV V RNTITU®PQAIZ KS S AQLGTU®PV TKEEV A QATFNV P AATITLAQ V

301 CGTAGGCCGGC GCTCTTTGCGGAGCTCGACCTTGCACGCGTGCGCTTTGCCCCGCTGATCGCCACGCTGGGCGC GTCACGA GACAGA. GAAGACCGGCAAGGAC! GCGGCG
R R P A EV L F AELDILAWRVRVFA?PULTIATTLGAZEZET DV T KTIATEV K EA AIZ KTG K D G S A A

451 GCGGCGGCACGTAAGCCTGTGGCTGGCGCAAAGGAAAAGTTTAAGAACACTGAGTGGAAAAGCATTAAGGAACTCGTGACATTT! TGCCTGCTCGTCTGGTGCACCTGGACTACAGCGTCTATGAACTGAATAGC

A A AR KU?PVAGAI KE KT FKXKNTZEW K S I KEL VT F Y EEVMILPAIRTLV HLDY S V Y E L N S
601 TTTCATATCAAGGACGACCTCAAGCGTGGCCTCTCCGCCTTCAAGCAGGACTACCTCGACAAGCAGAAGGTGGAGCTTGTAAAGGTGCAGAAGCAGATGCAGGACTGCCAGGAATTTATTAAGAGTGTTGGCACGACGGCCTTCGACACC
F H I K D DL KR G L S A F K QDY L DI K QK V ETLV KV QK OQMZOQDT COQEU F I K SV GTTATF DT
751 ATCATTTTTAATGATATTGCAAACATTCTTCGCGTGTGTGGCGAGCGCAACCCGTATGCCCACCGCTTGGCCATGCAGGTCTTGGAGGACATGAACCTCCTCCGGGTTCCCTTCAACGAGGTGACAACGAAGATGCTGCACGCTATCGTG
I I F NDIANTIULRVCGE RNZPYAHRILAMO QU VILEUDMNTLIZ LW RV?PVFNZEVTTIEKMTLUHATIYV
901 TTTAACGAT! GCATTTGATGACTCGGCGCTCATGTTCACGTTGGTH " TACCCTGAGC GAGTGTH C C CAGATGACACGCTAAAAATCATCAGTGCGCGGCATCAGACGCCGCTG
N D GAF DD SAILME FTULVEY®PEH RGEUV SV SRE®PUVDIRTIADTIDTTILIZ KTITISARIUHEOTPL
1051 GACGACGGAGTGAAGCTGCACCAGAACGACACTCAGCCATGICIGCAGCGCTCGCTAGAG
D DGV KULHOQNUDTOQPCUL Q R S L E
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B.12: PFD3

ALGGATCTTCGATACCTTCCTGCAGCT GCCGTTCACCTTTCTCTTTCATTCTCTTTCGTGCGTGCAAGTGACAAACTTACACATTCACAAGCAAGGAAGGCGGCAGCAAAGCAGACTCCAATTCACAACAGTCAGCGARACC

M DL R Y L P AACU RV ?PF TVF L F HS L S CV QV TNULUHTIUHIZ KOQSGH R ROQOQOQSRULQFTTV S E T

151 AAAAAAAAAGACGAAAAACGAGTTTATATACCACAACACTTTACAAGAAGAAGAGGCAAAATAAATAATATGCAGCGCAGTCTCATTGCCGGGCACAACAACAACCGTCACCTCACA. ACAACATCGGCGGCCTC

K K K b E K RV Y I P Q HF T R®RU RGIE KINNMGOQ RS LI ASGHNNNWURHILTTIEETLENNTIG G L

301 CCCATCACCGACCAGAAGCTGCAGGAGCTTTTTGACTCACTCGACACGGAGCACAACGGCTACCTCCCCATTGA AGGCCTTCTACCGGTCCCTTGAGCACTACGGGCTGGACCCAACCGATGCC! C

p I T D OQ K L Q E L F D S 5L DTEHNGYL P I EZEV KAF YRS L EHYGLDUPTTDA AZEV E A E V

451 CGCAAGTACTCCAAGAGCGACGACAACTATATGACCTTCGACGAGTTTTGCTGCCITATIGCTIGAACTTICGCCCAGCGG

R K Y s K s Db DNYMT FDETFCOCULMTILNTF A QR

B.13: PFD4

151

301

601

751

901

1051

1201

1351

1501

1651

1801

1951

ATGIGGGCAATGTACGCCACGCAC! TTGTTACAAGGCGCCAC. AAGA GCAGCAGC! ATCCTCCGACGCCCCACCGTTCGGTCCCAAGGCTGTG
M w A M Y A T H GV E GNLL Q GATGEIRIRGWSGTQ QL VV K GLIREUES S DAUPZPF G P K A V
GTGAAGGGAGACAAAACATTTCTTCTACTGCCAGGCATCAGC AAGC. TCGTCGACTGA. ACGGGATCTTGCGTTGGTTGTTGGTAACGTTGCGAAGTCCACGGAAGCGCAGAATGTGAATCCAGTCACTTGG
v K 6 D XK T F L L L P G I S V R K QDD s s TEIDZEIRUDI LA AILVV GNVAI K ST EA AU QNUVNZP V T W
GAAGCCCCAACCTCGCTGAAATCGAAGC! GAAGCATTC. TGGAACTGACTCGCGGGGC 'TGTTGCTGGCGGCGATACGATTGTCTTCCCTCTTGT GTTGA. GAC
E A P T S L K s K L GDEMTZXKH S WEELELTIRGAWRGTIVAGGDTTIV F P LV G D V E V D D
GAAGATGTACATGCCTGCACCGTCATCTACTCTACGGACGACGGTGCCACTTGGAAATTTCCTGCGACGCCC! CAAGGACTGTGACAGCGCCACGCTTCTCGAGT AACTCCTCATGGCCACTTCAAAATATTCT
E DV HACTV I Y s TDDGATW K F P ATU®PV I A KODTCDSATTLILEWESGI XKLL MAT S K Y S
TCGTGGCAGCGC: GAATCCGGTGACA AGACGTGGGC TGCCGGGCCACTCCCACGCC! CAATCAGATGCATTGCCTAGGCTCTACGGTTCCGTCGACCTCATGGCCGCAACGATTGAAAGGAGG
S W Q R RV Y E S G D K G K T WAU EA AASGU®PTLU®PIRILILS QS DATLUP RTILY G S V DILMAA AT I E R R

AGTGTGTTGCTGTACACGCAGCTGTTATCCAGTCGTATTACACAGGAAAAAGCCAACAGAGAAAGCAGCAGACGC. TTCACCTCTGGTTTTCC TCGGATCTTTGAC! CAATATCTAC!

s v L L Y T QL L 8 S R I T OQEI KA ANURUES SRR RV L HL WU F S D GAIRTIVF DV G P I S TD G V G
CTTAACACGTTCAGCTCGCTGCTGCACACAAAAGATGGGCTGTTTGCCCTCTACGCAAGGAAAGGTGCGGGTGAAGAAGCAGACAGTCTTGTTTTTAAGCCCCTCACGGAGCAGCTGCAGCGCATCAAGGCCGTGCTGAAGARAATGGAAA
L N TF S S L L HTZKDGUL FALYARU KSGAGEEA ADSTULVVFKX®PILTEU OQOTLORTII KAV L KK WK
GAAGTGGATGACAGGGTCTCAAAGCTTTGCGACTCCGCCGCCACCACTGCAACGAAGGAGGGCGCAAAAGCAGCCGGCTGCGTCGGCCCTATGCCAACGGCCGGGCTGGTTGGATTTTTGTCTGACAATGCCAGCACTGCTCACTGGAAT
EvVv DD RV SKLCDSAATTA ATI KU ESGAZKAASGT CV GGPMPTASGILV G FL S DN ASTAUHWN

GACGAGTGCCT 'GGGTGCCAC GTCTACGGGAACGACGACGAAGGTGGAGAATGGCGTCCGGCTGGCAGGGCGCGGCGCACGGATTGCGTGGCCCGTGGGCAGTAAAACTGCGAATGACH 'CCGTTT
p £ ¢ L GV GA TV S TGTTTKV ENGVRLAGI RGA ARTIAW®PUV G S KT ANUDGY P F A Y E E
CTGACGCTTGTGGCGACGGTGACCATCGACAAGGTTCCAGCGGGCGCCACTCCGCTGCTGGGC! AC 'CTCT CATC! GACAAGCATCAGCACTGGAGGA T ACT
L T L v A T V T I DK V P A GA TP L L GV S TMV S G RUHULIRULW YD KHOQUHW®RTEF G G G G T
GCGCCAACAATTA. GGCGTACC GCTTACGGTGCAGAACGGCAGCGGCTTGGCGTACGTCGAT GACTTGT TT ATAAAGCCGCATCTCCTTTGGGAGGCCAACCTCCGTCTGTC
A P T I K W EV G TAY R VAL TV QNG S GL AY VDGR L V GS L G N KA AASPL GG Q P P S V
TCGCCGCGTGGGGAACTACCGCTGGAAGTGCAACCTGAAAGGGTCTCACACGTTTTCATT! TACGA CACAGA GT CCACGTGACH GAACGTCTTGCTGTACAACCACCGCTTCAACGACAGTGAG
P R G E L P L E V Q P ERV S HVF I G G6GY E G TEGUDV E S HV TV TNV L L Y NUHI RF N D S E
ATGGCGGCACTGAAGAGGATGGAAACGAAGCAGCCGAGTGGGGCCACTGCATCCTCTGCCGAGGACCAAGACCGGGCTCCGAAGCACGGTGCGACTGAAGCAAGTGGCGGC AGTTCGC GGCC: TACICACCACGC
M A A L K R M E T K Q P S G A T A S S A E D Q D R A P K H G A T E A S G G R G S S R G A A R Y S P R
GRAAGACCARAGCGACTGA

E D Q S D *
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A
APENDICE C
/\ 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
B e B L B L B L T I B L T e I e |
ES_T.rangeli MPGPGLLPDG WFREENDQWP GQAMSFKVEK VLYDAPTKFQ HLTVFESDPK GPWGTIMALD GCVQVTDHDE FVYHEVLGHT SLCSHPNPER VLI
ES_T.cruzi MPGSELISGG WFREENDQWP GQAMSLRVEK VLYDAPTKFQ HLTIFESDPK GPWGTVMALD GCIQVTDYDE FVYHEVLGHT SLCSHPKPER VLI
ES_T.brucei MPGPGLLADG WFREENGQWP GQAMSFKVEE VLHDTPTKFQ HLSIFETDPK GPWGTVMTLD GCIQLTDFDE FVYHEMLSHT PLCAHPDPVD VLI
ES_L. braziliensis MPGPGLLSDG WFREKSSMWP GQAQGLKVEK VLYDQPTEFQ HLTVFESDPK GPWGTVMTLD GAIQLTDYDE FVYHEMLANL SLTCHHKPER VL'
kkk Kk K kKKK ok kKK kk Kk Kk KKk KKk Kk KKk KKKk KkKKK K Kk Kk KKk Kk KAkKKK * * ok ok KRk K KK

ES_T.rangeli
ES_T.cruzi
ES_T.brucei

ES_ L. braziliensis

ES_T.rangeli
ES_T.cruzi
ES_T.brucei

ES_ L. braziliensis

ES_T.rangeli
ES_T.cruzi
ES_T.brucei

ES_ L. braziliensis

Query seq,

Specific hits
Superfanilies

-

150 160 170 180 190 200
D e T T e o e I R I
L DGDVME QSKQHFPQIA CSLTDPRATV R [LAFAK QAADNTYDVV IIDTTRPAGP ASKLFGEEFY RHVLRILKPD
L DGEVME QSKQHFPQIS RSLADPRATV R [LAFVR QTPDNTYDVV IIDTTRPAGP ASKLFGEAFY KDVLRILKPD
L [DGDVIE ASKKYFPQIS SGFSDPRADV R AFVR EAASESFDVV IIDTTRPDGP AAELFGEKFY RDVLRILKPR
VVREVLRHKS EKEGIVQSVE L! DGAVIE QOSKRHFPQIA CGLANPCVTA 'AFVG NAPDNVYDVV IIDTTRPEGP ASELFGAEFY KNVRRILRPG
kKKK K * kokk kKK K K KK kKKK * ok kK Kok kokk KKk kKkKK KKk K KAKK KK ok kK
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
B T L e A B T I T B B L T R R R
GLCCNQGECI WLDLPLIEDM SRFIR-GVGF ASVKY. T PTYPCGSIGT LVCTKKAGVD VTKPLRPVEE MPFAKELKYY HSEMHKASFV LPRFAQHINK
GICCNQGESI WLDLELIEKM SRFIR-ETGF ASVQYALMHV PTYPCGSIGT LVCSKKAGVD VTKPLRPVED MPFAKDLKYY DSEMHKASFA LPRFARHINN
GICCNQGESV WLNRNLIEGM ADFIKNKVGF ASVKYAMIYT PTYPCGSIGS LICSKVAGVD VTQPVRPVES MPFAGELKYY DSDVHKAAFV LPRFARHLNQ
GIVCNQGESI WLHRPLIEKM MNFLKKDIGF TTVKYAMIYT PMYPCGSIGT LVCAKSVDTD LTVPRRPVES LGFADELKYY SSDMHRAAFV LPRFAAYLNE
Kk kkkkkk Kk Kok K * % * kx K kkkkkkkk K kK e

LE-
SE-
NYS

130 140

kxkxkk  x ok x

s 100 150 200 250 296

S-adenosulmethionine binding site
Adolat_HTasas
Spermine_sunth
AdoMet_MTases superfamily

Kok ok ok x

J

Apéndice C.1: Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da espermidina sintase (ES) de Trypanosoma rangeli e seus
ortélogos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Letras marcadas em vermelho representam os sitios cataliticos
de ligacdo de S-adenosilmetionina. Linha preta representam a regido do motivo especifico (AdoMet_MTases) e os asteriscos
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correspondem aos aminodcidos conservados entre todas as sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da ES. Imagem
gerada pela ferramenta blastp do programa Blastp do GenBank. Query seq= sequéncia de interesse, Specific hits= motivos
especificos, Superfamilies = superfamilias. Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).

4 10 20 30 40 50 70 90 106\
A el el el el ol ol
HAL_T.rangeli MQSQVRVTLD GCSLTPDALY ALGYEKGATI ELSDEAVAKI NAGRAVIDKI VEENQ GKFEST IIAPDQLELL SHSA CVGEPLTPQR
HAL_T.cruzi M--——RVILD GCSLTPDVLY ALGYEKGATI EISDEAVARI TAARAVIDKI VNDRQ GKFEST IIPPHQLEEL IRSHSA CVGEPLTPER
* KAk Ak kA kk Kk KKKk kR kA kKRR Rk Kk kA kkkk K KRRk KRk kkkkkk Kk K KAk ok Kk Kk kk Kkk xRk
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
E e L A e B A B B R R B B R Erre
HAL_T.rangeli ARMMMALRVN ILCKGHSGIR LETVQKYVKA FNAGVVPYIP EQGTVGASGD LGPLSHLALG MLGEGRLATL NNLKFREARL VLQELGVEPI TLI
HAL_T.cruzi ARMMLALRVN VLCKGHSGIR LETVQKYVKA FNAGVVPYIP EQGTVGASGD LGPLSHLALG MLGEGLLATL NNKKFRDAGS VLRELGVEPI T
Kok KAk Rk Rk Rk K kok KRk kR k ok Kk kK Kok kK Kk Rk kR kK kR k Kk k Kk ko KRk Kk Kk K Kk kkk kR Kok ko k ek
210 220 230 240 250 260 2170 280 290 300
| | | | | | | | | | | | I B R T T I I
HAL_T.rangeli INGTQFISAL GTEAVVRARR TALLADVVLA MSHEALLSSV SALNPEIHRV RPHKGQQIVA QRLRSLLHNE KHRSSILLSH KGCGRVQDAE SIBCSPQVHG
HAL_T.cruzi INGTQFISAL GAEAVVRARK IARLADVALA MSHEALRATN STLNPDIHRV RPHKGQQLVA ORLRALLHSE EYPSMINESH VNCGRVQDAf SIRCAPQVHG
KAk kKR K Rk Kk kk K kkkk Kk kR kK K okkk kR kkkkkkk Kk Kkk KRk Kok Rk Rk RRE KRk Kk Rk
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
F R T T AL e B T I T E e B B R R B R R
HAL_T.rangeli ISNDVIEWVY GILTTELNCA TDJPLVFPHG S CGNF HGEYPAKALD MLAIGVHELG SISERRIERL NNPSLSRLPA FLVENGGLNS GFMIAHCTAA
HAL_T.cruzi ISNEVIEWVY GILTTELNCA TDNPLVFPDG GGNF  HGEYPAKALD MLAIGVHELG NISERRIERL NNPTLSRLPA FLVKNGGLNS GFMIAHCTAA
KAk KAKKAA KA KRR KAKG KERAKAK K Kk kK hkk kKA RhA ARk Ak kAR kA Rk Ak hh Ak Khk KAAAAh KAk KA hh A kA k7oA hhk A
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
T S T S I [P
HAL_T.rangeli ALVSENKVYC HPASVDSIST SAAQEDHVSM GGFAARKAIK VVENVEYILS IELLCACQGV DLLRPLTSTV PLENVWSLVR NVSPSWDKDR EMHTDIKNVA
HAL_T.cruzi ALVSENKVYC HPASADSIST SAAQEDHVSM GGFSARKAIK VVENVERIIA IELLGACQGI DLLRPLRTTE PMEKVWSLVR SVSPPWEEDR VINTDIDNVT
KAk kKRR K KAk KA hkk Kk KAk kKR Kkk Kk Ak hk kkk Ak Khkk KRKk KEKARKE Kk K KkERKE KAk K Kk Kxx ok
510 520 530
T P S S S I
HAL_T.rangeli ELLRSGAVWN AVKKHIPQEA HFLDVFTAKK PFELKSNI
HAL_T.cruzi KLLRSGAVWK TVKPYVPEEA RFLGVLTVKK PFELKSKM
L Kk kR kK kK Kk Kk K K Kk kkEkRk
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PR e

‘b
O

Query seq.
active sites )
tetramer interface [l

1 75 150 225 300 375 450 538
|
b bh
i

&
N NS T T Tl

Specific hits
Superfanilies Lyase_I_like superfamily

Apéndice C.2: (A) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da histidina amdnia liase (HAL) de Trypanosoma rangeli
e seus ortdlogos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Em vermelho estd destacado os 17 residuos de
aminodcidos que compde o sitio ativo e os asteriscos correspondem aos aminodcidos conservados entre todas as sequéncias. (B)
Dominios conservados para o gene da HAL. Imagem gerada pela ferramenta Blastp do programa Blast do GenBank. Query seq. =
sequéncia de interesse, Active sities = sitios ativos, Tetramer interface= Interface de tetrameros, Specific hits= motivos especificos,
Superfamilies= superfamilias. Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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4 )

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
A B D N DU SN FUUUE S S U DU S DU SN O S DU U DU S P
Gim5A_T.rangeli MSAFAHAYLS DTWNRDKVMA IVQFLPMALE GPVRNAGCDS LAVSLGNLSK MADAYRAVTR LSLVLNALSS KTLGALAKPG EDAFVSRLDQ VSHAFHIGFC
GimbBA T.cruzi MSACAHTYLS DTWNRDKVMA IVQFLPMALE GPVRNAGCDS LAESLGNLSK MADSYRAVTR LSLLLNALSS KTLKDLAKPK GDALVWRLEQ VSHAFHIGFC
Gim5A_T.brucei MSAQAHTYLC DAWNRDKVMA IVQFLPMALE GPARTAGCES LALSLGNLAR MGDAYRAVTR LSLLANALSK PTLTSLSKPT GDMVASRIDQ LSHLFHIGFC
Gim5A _L.braziliensis MSASVFQYLA NTGDRDKVMA IVQFLPMTLA GPANDAGCTS LSKSLKSLST MADGYRAITR LALLFNALSK PTLEALSKPK GDILLDRLDQ LSHFFHVCFC
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Gim5A_T.rangeli FNEHTAVLAG RGVFNSGLAR LGGVAVLCWF YTLVVGLVRQ VYLLAKHSPN GPCKVLMPGN ANDTKVVPYT HEECKRAVVT LVKLGLFTVF SMTCLPEGKP
Gim5A _T.cruzi LNEHTAVLAG RGVLNSGLTR FGGVAVVCWL YTLLLGIARQ AYLLAKHSPR GSCKALLPED A-EKKVVPYT HEECKRAVVN LVKMSCFAVF AMTCLPEGRP
Gim5A_T.brucei LNENTAVLAG HGVFPKSLHR LSGVAVLCWM YTLVLGIVRQ LYLFVKLRPR QASRGAGAGD D--KKVPAYT YLELKRAFVN LLKLVCYFLF ALTCLPEGKP
GimS5A _L.braziliensis FFENTAVLSS HNVYPSRLGR LGGCAVTCWF YTLLLGLMRQ AYVMTQKK—-— —————————— ——————— ‘NT PEEHKRQMIT TVKLGCFLVF SLTCFPKGGP
e e e oan AR il : L IR
210 220 230 240

B R N DR SN U S DU P

Gim5A_T.rangeli QLLQEPCSFL MPLHQLVRAL APNKLQLSDT VRGLFALSAS LCDFY

GimbBA T.cruzi KLLODVCGPL VPLHELIRAI APNKLHLSDT VRGLLAATAS LCDFY

Gim5A_T.brucei QLLANASGPL VPLHVMVKAL SPNPLHASNT VRGLLGLIAS VCEFY

Gim5A_L.braziliensis QLLEDVSGPL MPLHKTLQLI APKCLELNDT IRGALGFIAS LCDFY

B 1 =1 100 150 200 245
e e
Superfanilies PEX11

J

Apéndice C.3: (A) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da Gim5A de Trypanosoma rangeli e seus ortélogos
utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Os asteriscos correspondem aos aminodcidos conservados entre todas as
sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da Gim5A. Imagem gerada pela ferramenta Blastp do programa Blast do
GenBank. Query seq. = sequéncia de interesse, Superfamilies= superfamilias. Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Apéndice C.4: (A) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da aspartato aminotransferase mitocondrial (mASAT) de
Trypanosoma rangeli e seus ortdlogos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Em vermelho estd marcado o
sitio ctalitico e em verde os sitios de ligacdo de 5’ fosfato piridoxal. Os asteriscos correspondem aos aminodcidos conservados entre
todas as sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da mASAT. Imagem gerada pela ferramenta Blastp do programa Blast
do GenBank. Query seq. = sequéncia de interesse, site binding= sitio de ligacao, interface tetramer= interface de tetramero, Specific
hits= motivos especificos, Superfamilies= superfamilias. Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Apéndice C.5: (A) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da proteina de membrana apical (AMA-1) de
Trypanosoma rangeli e seus ort6logos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Os asteriscos correspondem aos
aminodcidos conservados entre todas as sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da AMA-1. Imagem gerada pela
ferramenta blastp do programa Blast do GenBank. Query seq = sequéncia de interesse, Specific hits = motivos especificos,
Superfamilies = superfamilias. Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Apéndice C.6: (A) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da proteina mitocondrial ligante de RNA 2 (MRP2) de
Trypanosoma rangeli e seus ort6logos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Os asteriscos correspondem aos
aminodcidos conservados entre todas as sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da MRP2. Imagem gerada pela
ferramenta Blastp do programa Blast do GenBank. Query seq.= sequéncia de interesse, Superfamilies= superfamilias. Fonte:
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Apéndice C.7: (A) Alinhamentos das sequéncias aminoacidicas deduzida da proteina flagelar ligante de célcio (FCaBP) de
Trypanosoma rangeli e seus ortélogos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Letras marcadas em vermelho
representam os sitios cataliticos de ligac@o de cdlcio. Linhas vermelhas representam os dominios candnicos de ligagdo de célcio e a
linha preta representa a regido caracteristica EF hand e os asteriscos correspondem aos aminodcidos conservados entre todas as
sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da FCaBP. Imagem gerada pela ferramenta blastp do programa Blast do
GenBank. Query seq.= sequéncia de interesse, Specific hits= motivos especificos, Superfamilies = superfamilias, Multi-domains=
multi-dominios. Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Apéndice C.8: (A) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da KMP-11 de Trypanosoma rangeli e seus ortdlogos
utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Os asteriscos correspondem aos aminodcidos conservados entre
todas as sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da KMP-11. Imagem gerada pela ferramenta blastx do programa

Blast do GenBank. RF = orientacdo da janela de leitura, Specific hits= motivos especificos, Superfamilies = superfamilias.
Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Calpaina_T.rangeli FRRTQIVALL LQYPRGPEKP IVKRAGNKKA FLPPIIINPN NRMEIALDLS MRDTELTLIA TTPYTQNSEV TLVASVPVAD SMPFLFIPHT KLPEGNGEFK
Calpaina_ T.cruzi YRRTQIVALL LQYPQGPDKP LVKRAGKKKA FLPPIVINPN NRMMIALDLN VONSELTPIA STPYTYNSEV TLVAHVPAAD SLPFLFIPHT KLPEGNGDFK
Calpaina_T.brucei FRRTQIVALL LQYPRGPEKP VVKRAGNKKA FLPPVIVNPN NRMEIAIDLN CQDENMTRIA TTPYTRNSEV ALVANVPAAD SLPFVFVPHT KYPEGNGEYK
Calpaina_L.braziliensis IRSTKVVVLL VQYPRDREHP KVRRHGQKKA FLPPPIEFQE RCTTIELSIV KYDKDLSEVA SVSAGTAVEA YLVAELLPDH S—--YFLVPCT SEPQHNGDFK
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Leucine-rich repeats
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Apéndice C.9: (A) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da calpaina cisteino peptidase de Trypanosoma rangeli e
seus ortdlogos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Os asteriscos correspondem aos aminodcidos
conservados entre todas as sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da calpaina cisteina peptidase. Imagem gerada pela
ferramenta Blastp do programa Blast do GenBank. RF = orientacdo da janela de leitura, catalitic sities= sitios cataliticos,
Superfamilies = superfamilias. Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Apéndice C10: (A) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida PFD1 (TRO1161) de Trypanosoma rangeli e seus
ortélogos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Os asteriscos correspondem aos aminodcidos conservados
entre todas as sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da PFD1 (TR01161). Imagem gerada pela ferramenta blastx do
programa Blast do GenBank. Query seq. = sequéncia de interesse, active sities= sitios ativos, interface dimer= interface de dimeros,

Specific hits= motivos especificos, Superfamilies = superfamilias, multi-domains= multi-dominios. Fonte: GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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PFD2_T.rangeli MIFHYCTLIS HVFTFRHFFF FCPFPRRFPR SERKEPFTDS MRRFAS——PL GGGIHCLLRR VASAAVVRNI PQAKSSAQLG TPVTKEEVAQ AFNVPAAILA
PFD2_T.cruzi MRRFVP--IV SGGSSLLLRF VASAAVMRKV PLAKSSAKLG TPVTKEEVSQ VENVPAAILE
PFD2_T.brucei MRRFPP--AV G-VSLRQLRL VASPAVVRNV PPVKSFAPFG AAATNEDVAR AFNVPPALLE
PFD2_L.braziliensis M LRRLAWRTAA CMAASPATRA VHSVAVLONS TPATTVEKLG SAVSKEAVAA ANKVPVAILE
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PFD2_T.rangeli VRRPAEVLF AELDLARVRF APLIATLGAE EDVTKIATEV KEAKTGKDGS -KPVAGAKEK FKNTEWKSIK ELVTFYEEVM LPARLVHLDY
PFD2_T.cruzi QLHRPAEILF TEVDLARVRF APLIATLGAE EDVTKIEAEV KTAKA-—--A AAAAAR——-— -TPVAGAKEK FKNTAWKSVT ELVTFYEEVM LPARLAHQEY
PFD2_T.brucei NSCRPAECLF AKMDLARSRF APLIATIGSE -DVTKIAAEV RVAKMGKSVS TSAVAPPSRT IPPVAGAKEK FKTNVWKSVR ELVTFYEEVM LPVRVKNEEF
PFD2_L.braziliensis KACNPRLVAF TEMDLARTRF ASLIATITDE VDYGSIEQLV ANKFS——--G DPCKLQ---— —- PIPGALKK FRETNWKDVK SLVSFYEETM YPIRMMHREY
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PFD2_T.rangeli SVYELNSFHI KDDLKRGLSA FKQDYLDKQK VELVKVQKQOM QDCQEFIKSV GTTAFDTIIF NDIANILRVC GERNPYAHRL AMQVLEDMNL LRVPFNEVTT
PFD2_T.cruzi TVYELKSFHI KDDLKRGLSA FKQDHLDKQK AELAKVQKQM QECQEFIKGI GKTAFDTAIF NDLANILRVC GECNPYAHRL SMRVLEDMNL LGVPENDVTT
PFD2_T.brucei KFHELNNFHI KDDLKRGLSA FKQDYLDNQK VKLVEVQKQM EACQKFIRDI GASSFDTNIF NDIANILRIC GERNPYALRL SLQVLEDMSL VGVPEDDITT
PFD2_L.braziliensis KHHELTSFHI KDVLKRGLSA FKQDYLDQOK EEQAKVQARM KKCKDALSAA VADAFSTAVC NDLANIFRIG GEQHAHSHRM ALKVLADMNM MGVPYNAATT
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PFD2_T.rangeli KMLHAIVEND GAFDD TLVEYPERGE VSVSREPVDR IADDTLKIIS ARHQTPLDDG VKLHQNDTQP CLORSLE
PFD2_T.cruzi KLLHAIVEND GALDDSALMF TLVEYPERGE VSVSREPVDR IADSALKIIS VRHQTPLDDG VKLRQGDTQP CLORSAE
PFD2_T.brucei KILNAAVEND GPLDDSALLF TLLEYPERGE VSVATKPVEK IADETLEVIS RRHRTPLDNG KLLRQSDTHP CLQRSPE
PFD2_L.braziliensis TIMQATTFHD GPFDNSPLLF ELIECPERGE VHVGTDSLDN ISDNVLKLIS NRHQTPLDDG VLIRSPDTHP NLORSPE
\_ Kk Kk kK K K Kk K kkkkk k% Kok ok Kk ok kkkk ok wxxk x Y,

Apéndice C.11: Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da PFD2 (TR00439) de Trypanosoma rangeli e seus
ortélogos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Os asteriscos correspondem aos aminodcidos conservados

entre todas as sequéncias.
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Apéndice C.12: (A) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da PFD3 (TR02802) de Trypanosoma rangeli e seus
ortélogos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Os asteriscos correspondem aos aminodcidos conservados
entre todas as sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da PFD3 (TR02802). Imagem gerada pela ferramenta Blastp do

programa Blast do GenBank. Query seq.= sequéncia de interesse, Specific hits= motivos especificos, Superfamilies = superfamilias.
Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Apéndice C.13: (A) Alinhamento das sequéncias aminoacidicas deduzida da PFD4 (TR07083) de Trypanosoma rangeli e seus
ortélogos utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Os asteriscos correspondem aos aminodcidos conservados
entre todas as sequéncias. (B) Dominios conservados para o gene da PFD4 (TR07083). Imagem gerada pela ferramenta blastx do
programa Blast do GenBank. RF = orientacdo da janela de leitura, specific hits= motivos especificos, Superfamilies = superfamilias,
multi-comains= multi dominios. Fonte: GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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Espermidinasintase (ES)
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Histidina amonio liase (HAL)
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Proteina mitocondrial ligante de RNA 2 (MRP2)
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Proteinaflagelar ligante de calcio (FCaBP)
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Proteina de membrana de cinetoplastideos (KMP-11)
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Calpainacisteino peptidade (CCP)
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Proteina de fungao desconhecida1 (PFD1)
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Proteinade fungao desconhecida 3 (PFD3)
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Apéndice D.1: Resultado da purificagdio dos fragmentos proteicos
recombinantes das proteinas ES, HAL, MRP2, FCaBP, KMP-11, CCP,
PFD1 e PFD3. PM - padrio de tamanho molecular; 1 — extrato
bacteriano apds lise celular; 2 — proteinas que ndo aderiram a resina; 3 —
lavagem 1; 4 — lavagem 2; 5 — lavagem 3; 6 — eluicdo 1; 7 — eluicdo 2; 8
—eluigdo 3; 9 — eluigdo 4; 10 — elui¢do 5.



