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RESUMO

A infeccdo por Trypanosoma cruzi causa a doenca de Chagas, condicdo que afeta
cerca de 8 milhdes de pessoas em todo o mundo. O T. cruzi secreta vesiculas
extracelulares (VES) que participam da interacdo parasito-hospedeiro e contribuem
para o sucesso da infeccdo, por carrearem moléculas funcionais como proteinas e
pequenos RNAs. Trypanosoma rangeli, protozoario ndo patogénico, desencadeia
uma imunidade parcialmente protetora contra T. cruzi em animais previamente
sensibilizados, resposta associada a antigenos de membrana compartilhados entre
0s parasitos. No entanto, 0s mecanismos imunes e componentes antigénicos
envolvidos nessa resposta protetora ainda nao foram totalmente elucidados. Dados
prévios do nosso grupo mostraram que VEs de T. cruzi e T. rangeli sdo imunogénicas
e apresentam reatividade cruzada no soro de animais previamente infectados e no
soro de individuos chagéasicos. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar
as proteinas antigénicas de VEs de T. cruzi e T. rangeli. As VEs provenientes de
formas epimastigotas foram purificadas, caracterizadas por Nanoparticle Tracking
Analysis (NTA) e submetidas a extracdo de proteinas. A avaliagcdo antigénica foi
realizada por meio de Western blot (WB) e ELISA, utilizando extrato total de
epimastigotas e VEs de células Vero como controles. Por fim, a identificagdo do
proteoma das VEs de T. rangeli e T. cruzi foi realizada por espectrometria de massas
(LC-MS/MS) e analises de bioinformatica. O perfil eletroforético dos extratos de VEs
revelou bandas em comum (~50 kDa) entre as VEs de T. cruzi e T. rangeli. Porém, o
processo de lise e/ou as condi¢cdes desnaturantes a que foram submetidas néo
permitiram a caracterizacdo do perfil de imunorreacédo dessas VEs frente aos soros
murinos pelo WB. No ELISA, também houve auséncia de imunorreacdo nos soros
murinos testatos em VEs lisadas. Somente quando testadas VEs nativas 0S soros
foram reativos. A analise inédita do proteoma das VEs de epimastigotas de T. rangeli
revelou 101 proteinas, destas 14 foram comuns as proteinas identificadas em VEs de
epimastigotas e/ou tripomastigotas de T. cruzi, 5 apresentaram funcdo de interacao
parasito-hospedeiro (homélogas as proteinas de T. cruzi), além da presenca de varios
dos componentes caracteristicos de VEs. Dentre as 14 proteinas detectadas em
comum nas VEs de T. cruzi e T. rangeli, duas tiveram epitopos imunogénicos
indentificados in silico (KMP-11 e pirofosfatase de préton vacuolar 1). Esses
resultados reforcam a semelhanca antigénica entre as VEs estudadas e sugerem que
a imunogenicidade dessas VEs provém de proteinas de superficie de membrana.
Assim, os dados gerados corroboram com o potencial vacinal de VEs de T. rangeli
para a doen¢a de Chagas e/ou a sua aplicagdo como um biomarcador, e apontam
alvos para serem avaliados em estudos adicionais nessas areas.

Palvaras-chave: Trypanosoma, vesiculas extracelulares, antigeno, potencial vacinal,
doenca de Chagas.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi infection causes Chagas disease and affects about 8 million
people worlwide. T. cruzi can release extracellular vesicles (EVs) that act in the host
cell-parasite interaction and contribute to the success of infection, by carrying
functional molecules such as proteins and small RNAs. Trypanosoma rangeli, an
avirulent protozoan, can trigger a partial immune protection against T. cruzi in animals,
a response associated with membrane antigens shared between both parasites. The
mechanisms and componds involved in this protective response have not been fully
elucidated. Previous data from our group showed that EVs from T. cruzi and T. rangeli
are immunogenic and present cross-reaction in the sera of animals previously infected,
as well as in the sera of chagasic patients. Therefore, this study aimed to identify the
antigenic proteins of EVs from T. cruzi and T. rangeli. The EVs from epimastigote forms
were purified, characterized by NTA and treated for protein extraction. The antigenic
evaluation was performed through Western blot (WB) and ELISA, with total extract of
epimastigotes and EVs from Vero cells as controls. Lastly, the identification of T.
rangeliand T. cruzi EVs proteomes was performed by mass spectrometry (LC-MS/MS)
and bioinformatic analyzes. The electrophoretic profiles of EVs from T. cruzi and T.
rangeli revealed common bands (~50 kDa). However, the process of lysis and/or the
denaturing conditions did not allow the visualization of the immunoreaction profiles of
these EVs against murine sera by WB. On ELISA, there was also an absence of
immune reaction for the murine sera tested in lysed EVs. Only when native EVs were
tested cross-reactivity was shown. The unpublished analysis of the proteome of EVs
from T. rangeli epimastigotes revealed 101 proteins, 14 were common to the proteins
identified in T. cruzi epimastigotes and/or trypomastigotes EVs, 5 had a host-parasite
interaction role (homologous to T. cruzi proteins), besides the presence of several
typical molecules of EVs. Among the 14 proteins shared between T. cruzi and T.
rangeli EVs, two had immunogenic epitopes identified in silico (KMP-11 and
pyrophosphatase of proton vacuolar 1). Our results reinforce the antigenic similarity
between those EVs and suggest that the immunogenicity of these EVs comes from
membrane surface proteins. The data corroborate with the potential vaccine of T.
rangeli EVs for Chagas disease and/or its application as a biomarker, and also
distingish targets to be evaluated in further studies in these areas.

Keywords: Trypanosoma, extracellular vesicles, antigen, potential vaccine, Chagas
disease.
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1 INTRODUCAO

O protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi € o agente etiolégico da
doenca de Chagas (DC) ou tripanosomiase americana, uma zoonose endémica da
América Latina, onde constitui um grave problema de saude publica (MANDAL, 2014).
N&o existe vacina disponivel para a DC, os métodos mais eficazes de prevencao tém
sido o controle dos insetos vetores e triagem sanguinea, esta necessaria para prevenir
infeccdes por transfuséo e transplante de 6rgaos (WHO, 2020).

O padréao epidemiolégico da DC mudou nas ultimas décadas, uma vez restrita
ao meio rural, hoje é uma doenca predominantemente urbana. Isso se deve,
principalmente, aos processos de urbanizacdo e migracdo humana (SVS/MS, 2020).
A migracdo também vem contribuindo para a expansédo da DC para outras regides
ndo endémicas, com milhares de casos ja registrados nos Estados Unidos, Canada,
Europa, Jap&o e Austrélia (COURA; VINAS, 2010).

A manutencéo de casos novos da DC é vista no Brasil pelos frequentes surtos
de contaminacao oral, comuns nas notificacées de casos agudos (SVS/MS, 2019-1).
Essa conjuntura, somada a falta de opcbes terapéuticas, justificam a pesquisa de
potenciais vacinais para a doenca de Chagas.

Dentre esses potenciais, estd o protozoario Trypanosoma rangeli, parasito
heteroxénico que compartilha vetores, hospedeiros e areas endémicas com T. cruzi,
além de componentes de superficie antigénicos, estes responsaveis por uma
reatividade soroldgica cruzada com T. cruzi (GUHL; VALLEJO, 2003). O T. rangeli é
considerado patogénico apenas para o seu hospedeiro invertebrado, razédo provavel
para ser negligenciado como modelo de estudo (AGGIO, 2017).

Nesse contexto, resultados prévios do nosso grupo (VEDAM et al., 2017)
sugerindo gque as semelhancgas antigénicas entre T. cruzi e T. rangeli persistem em
suas vesiculas extracelulares (VES), estruturas complexas secretadas por diversos
tipos celulares e que apresentam papel importante na sinalizacéo celular (GYORGY
et al., 2011), motivaram a investigacao da composicao proteica dessas VES.

Sendo assim, este trabalho apresenta, comparativamente, o conjunto de
proteinas de VEs de T. rangeli (cepa Choachi) e de T. cruzi (cepa Y) e destaca as

proteinas com potencial antigénico para futuras investigacdes de candidatos vacinais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar as proteinas antigénicas de vesiculas extracelulares de

Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Padronizar a extracdo e dosagem de proteinas de vesiculas extracelulares e
as condicdes experimentais para o Western blotting;

II.  Verificar o perfil imunoeletroforético de vesiculas extracelulares de T. cruzi e
T. rangeli no soro de camundongos experimentalmente infectados e no soro
pacientes chagésicos;

[ll. Identificar o conjunto proteico de vesiculas extracelulares secretadas por
formas epimastigotas de T. rangeli;

IV. Comparar o conjunto proteico de vesiculas extracelulares de T. rangeli com os

dados de protedmica de vesiculas extracelulares de T. cruzi.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 TRIPANOSOMATIDEOS

O Trypanosoma rangeli foi descrito por Tejera em 1920 na Venezuela e o
Trypanosoma cruzi, pelo médico brasileiro Carlos Chagas em 1909 (CHAGAS, 1909;
TEJERA, 1920). Os dois protozoarios sdo membros do filo Euglenozoa, classe
Kinetoplastea, caracterizada por organismos flagelares com uma mitocondria Unica e
alongada que contém o cinetoplasto (estrutura formada pelo DNA mitocondrial
condensado, também chamado de kDNA, do inglés Kkinetoplast), e familia
Trypanosomatidae. Além de Trypanosoma spp., esta familia retine outros géneros de
parasitos obrigatérios importantes, como Leishmania e Phytomonas (CAVALIER-
SMITH, 2016).

Ao longo do ciclo de vida, os tripanosomatideos apresentam uma alternancia
de formas celulares, que sdo caracterizadas pela posicéo relativa do flagelo, do
cinetoplasto e do nucleo. Quatro fases de desenvolvimento marcantes de T. cruzie T.
rangeli estdo descritas no quadro 1, sendo que formas intermediarias ocorrem entre
cada um dos estagios evolutivos. A extremidade anterior do parasito € a que possui 0
flagelo livre (figura 1). Ambas espécies sdo heteroxénicas, infectam insetos
triatomineos (“barbeiros”), mamiferos silvestres e domésticos nas Américas, bem
como humanos (GRISARD; STEINDEL, 2004; MANDAL, 2014).

Quadro 1. Estagios de desenvolvimento do Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli

Forma evolutiva | Espécie Local de ocorréncia Caracteristicas
Tripomastigota T. cruzi: Intestino posterior de triatomineos Forma alongadg infectiva

L . ~ ) . . (20 pm), com cinetoplasto
metaciclico T. rangeli: | Glandulas salivares de triatomineos

posterior ao nuicleo

Células fagociticas, tecido muscular

T. cruzi: ; X . . Forma esférica replicativa
. e cardiaco, sistema digestivo A
Amastigota : . ~. | (2 pm de didmetro), sem
.. | Forma intracelular replicativa ndo
T. rangeli: X flagelo emergente
confirmada

Forma tipicamente de C ou
Tripomastigota T.cruzi/ | Corrente sanguinea de mamiferos. | U, com nulcleo central e
sanguineo T.rangeli | Infectante para os vetores cinetoplasto na

extremidade posterior

. Intestino de triatomineos .
T. cruzi: Forma alongada replicativa

(20 um), com cinetoplasto
anterior ao nucleo

Epimastigota Intestino médio e hemolinfa de

T. rangeli: . .
9 triatomineos

Fonte: Adaptado de Mandal, 2014.
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Figura 1. llustracdes dos estagios evolutivos de tripanosomas

Fonte: Adaptado de Chagas, 1909.
Notas: A) Tripomastigota metaciclico. B) Amastigota. C) Tripomastigota sanguineo. D) Epimastigota.

O T. cruzi esta incluido no subgénero Schizotrypanum, adotado para
tripanosomas que se multiplicam em vertebrados através de estagios intracelulares
(amastigota), e na secao Stercoraria, que compreende tripanosomas cujo
desenvolvimento da forma infectante (tripomastigota metaciclico) ocorre no trato
digestivo do vetor e assim, sdo transmitidos aos hospedeiros mamiferos através das
fezes contaminadas no ciclo natural (WHO, 2002).

A posicdo taxondémica do T. rangeli, por sua vez, tem sido objeto de
controvérsia e ainda nao estd estabelecida. Originalmente foi classificado no
subgénero Herpetosoma (Stercoraria), apesar da sua principal via de transmisséao ser
através da picada do vetor e inoculacdo das formas tripomastigotas presentes nas
glandulas salivares, uma caracteristica da sec¢éo Salivaria. O subgénero Tejeraia foi
proposto para acomodar a espécie nesta secdo, juntamente com tripanosomas
africanos transmitidos por dipteros (ex.: T. brucei). No entanto, estudos filogenéticos
confirmaram que T. rangeli € mais relacionado a T. cruzi do que a qualquer outra
espécie da secao Salivaria (STEVENS et al., 1999; MOLINARI; MORENO, 2018).

Apesar da reproducdo dos protozoarios ocorrer por divisdo binaria
(assexuada), ambos T. cruzi e T. rangeli possuem grande variabilidade genética, o
que confere diversidade biolégica, morfolégica e molecular as popula¢gbes desses
parasitos (GRISARD et al., 1999; GUHL; VALLEJO, 2003; VALLEJO et al., 2009).
Para T. cruzi sdo reconhecidas pelo menos seis linhagens genéticas, referidas como
DTUs (Discrete Typing Units) e denominadas de Tcl a TcVI. Essa classificagéo
provém de dois grandes grupos: T. cruzi-l predominante no ciclo de transmissao
silvestre e T. cruzi-Il que prevalece no ciclo de transmissdo doméstico (ZINGALES et
al., 2009).
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Por muito tempo, as subpopulacées de T. cruzi foram consideradas de origem
clonal, na qual novos clones evoluiam com o acumulo de mutagfes discretas, ndo
afetadas por eventos raros de trocas genéticas. No entanto, evidéncias crescentes
indicam que eventos de recombinacao genética em T. cruzi podem ser frequentes e
contribuam para a sua atual estrutura populacional (ZINGALES, 2018). A cepa Y de
T. cruzi, utilizada neste estudo, foi isolada de humano (Homo sapiens) no estado de
Séo Paulo - Brasil e representa o grupo Tcll (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953).

Para T. rangeli, dois grupos também podem ser definidos de acordo com o
conjunto de minicirculos de KDNA (DNA do cinetoplasto) e suas regides conservadas.
Um grupo de cepas apresenta trés tipos de minicirculos denominados KP1, KP2 e
KP3 (chamado grupo KP1+), enquanto o outro apresenta apenas os minicirculos KP2
e KP3 (grupo KP1-) (VALLEJO et al., 2002). A cepa utilizada neste trabalho foi a
Choachi, isolada do triatomineo Rhodnius prolixus naturalmente infectado na
Colébmbia, e representa o grupo KP1+ (SCHOTTELIUS, 1987).

A distribuicdo geogréfica dos parasitos € ampla e sobreposta, T. cruzi ocorre
do sul dos Estados Unidos ao sul da América do Sul enquanto T. rangeli é
predominante na América Central e na Bacia Amazonia, mas também j& foi relatado
em outros biomas brasileiros como Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e Pantanal
(RAMIREZ et al., 1998; GRISARD et al., 1999; DIAS et al., 2007; COURA,; DIAS, 2009;
MAIA DA SILVA et al., 2009). Assim, as espécies compartilham nichos ecolégicos em
diferentes ecossistemas, apresentando vetores e reservatorios em comum, bem
como, a ocorréncia de infeccBes Unicas ou mistas nesses hospedeiros (RAMIREZ et
al., 2002).

O inseto vetor pertence a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae, sdo hematdfagos obrigatérios com mais de 130 espécies consideradas
vetores potenciais de T. cruzi em trés géneros principais: Triatoma, Rhodnius e
Panstrongylus. A maioria das espécies sao silvestres e mantém um ciclo natural
apenas com mamiferos silvestres (WHO, 2002; COURA; DIAS, 2009). Dentre os
géneros citados, Rhodnius é o mais associado com T. rangeli (GRISARD; STEINDEL,
2004).

Da mesma maneira, mais de 100 reservatorios silvestres de T. cruzi ja foram
descritos em diferentes ordens de mamiferos, sendo que tanto T. cruzi quanto T.

rangeli sdo tripanosomas generalistas, ambos comuns entre quirOpteros (ex.:
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morcego), xenartros (ex.: tatu, tamandud), marsupiais (ex.: gamba), roedores,
carnivoros e primatas (WHO, 2002; GUHL; VALLEJO, 2003; DARIO et al., 2017).

Apesar dessa partilha de hospedeiros e vetores na América Central e do Sul,
recentemente Espinosa-Alvarez e colaboradores (2017) demonstraram que T. rangeli
é filogeneticamente mais proximo de tripanosomas do Velho Mundo do que de T.
cruzi, desafiando hipoteses anteriores sobre a origem e 0s hospedeiros dos ancestrais
recentes de T. rangeli, bem como as relacdes estreitas geralmente assumidas com T.
cruzi (ESPINOSA-ALVAREZ et al. 2017).

A vista disso, uma histdria evolutiva longa e indepentende de T. rangeli mais
relacionada com tripanosomas de morcegos, ratos, macacos e civetas-africanas do
Velho Mundo do que com o clado Schizotrypanum, e as adaptacdes desses ancentrais
distantes para os diferentes nichos de mamiferos e vetores compartilhados nas
Américas, resultou nas diferencas marcantes entre os ciclos de vida, vias de
transmissao e interacdes parasito-hospedeiro, em que T. cruzi é patogénico e T.

rangeli € ndo patogénico para os seres humanos (ESPINOSA-ALVAREZ et al., 2018).

3.2 TRYPANOSOMA CRUZI E A DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas (DC) ou tripanosomiase americana € uma doenca
infecciosa potencialmente fatal causada pelo Trypanosoma cruzi. A evidéncia de
infeccdo humana mais antiga encontrada em mamias até o momento é de 9.000 anos
atrds (AUFDERHEIDE et al., 2004). Uma vez que o ciclo silvestre do T. cruzi existe
na natureza ha milhdes de anos, a historia natural da transmissao do parasito iniciou
como uma infeccdo enzodtica (entre animais silvestres), seguinda de uma
antropozoonose (primaria de animais), quando a humanidade invadiu os habitats
naturais e comegou a ser infectada acidentalmente. A medida que os triatomineos
perdiam suas fontes alimentares silvestres de sangue e se adaptavam as areas
proximas de habitacdes humanas e as proprias habitacdes, passou a ser transmitida
entre animais domésticos e humanos, estabelecendo-se como uma zoonose
(COURA, 2015).

Desse modo, o ciclo de vida de T. cruzi se mantém em ambientes silvestres,
peridomésticos e domésticos com complexas inter-relagdes entre eles. Reservatorios
domésticos importantes de serem destacados sao caes, gatos, ratos, camundongos

e porcos-da-india, nos paises em que estes sao criados em casas (COURA; DIAS,
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2009). E entre as espécies de vetores domiciliados com particular importancia
epidemioldgica estdo Triatoma infestans, Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata e
Panstrongylus megistus (MANDAL, 2014). Vale ressaltar que a implementacédo de
programas intergovernamentais para o controle dos vetores na década de 1990
resultou em significativa reducédo na distribuicdo de T. infestans no Brasil, Chile,
Uruguai e em areas da Argentina, e de R. prolixus na Venezuela e em algumas areas
de Honduras e Nicaragua (WHO, 2002; COURA, 2013).

Atualmente, a DC faz parte da lista de doencas tropicais negligenciadas
(DTNSs) definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). A estimativa é de 6 a 7
milhbes de pessoas infectadas em todo o mundo, principalmente nas &reas
endémicas de 21 paises Latino Americanos, onde causa mais de 10.000 mortes
anuais (WHO, 2020). No Brasil, segundo dados do Sinan, durante o periodo de 2012
a 2016 foram notificados 1.190 casos de DC aguda, sendo que a maioria destes casos
ocorreram na regidao Norte (97,1%) e pela via de transmisséo oral (73%), que se da
pela ingestdo de alimentos contaminados, principalmente acai e caldo de cana
(SVS/MS, 2019-1). Além disso, a disseminacdo da DC para paises ndo endémicos
tem aumentado nas Ultimas décadas devido aos fluxos migratérios oriundos da
América Latina (COURA,; VINAS, 2010).

Durante o curso da infec¢do, a DC apresenta as fases clinicas aguda e crénica
(figura 2). A partir da entrada no organismo, pelo contato com o sangue e/ou mucosas,
o T. cruzi é carreado pelos vasos sanguineos e linfaticos e pode invadir virtualmente
qualquer célula, sendo mais comum em macrofagos, fibroblastos, células musculares
(cardiacas/esqueléticas) e nervos entéricos (EPTING et al., 2010).

Uma vez dentro da célula, o parasito passa a se multiplicar no citosol como
amastigota, posteriormente se diferencia e rompe a célula, liberando as formas
tripomastigotas que irdo repetir o processo de invaséo, divisdo e lise celular por varias
semanas. Esse processo caracteriza a alta parasitemia presente na fase aguda (figura
2A), gue pode ser detectada no sangue periférico através de exames diretos até
quatro meses apos a infeccao (figura 2B).

Clinicamente, a maioria dos individuos infectados apresentam pouco ou
nenhum sintoma, embora alguns possam desenvolver manifestacbes locais
(chagomal/sinal de Romarfia nos casos de transmisséo vetorial), febre prolongada,
linfonodos, baco e/ou figado aumentados, miocardite, entre outros (MANDAL, 2014).
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A mortalidade durante a fase aguda sintomatica € mais alta em criangcas e em

decorréncia de surtos de contaminacao oral (BASTOS et al., 2010).

Figura 2. Histéria natural da doenca de Chagas
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Fonte: Adaptado de Bona et al., 2018.

Notas: A) Curvas de parasitemia (em azul) e da variabilidade no resultado da infeccio (em vermelho).
B) Representacao de um vaso sanguineo e da quantidade de tripomastigotas circulantes durante a
evolucdo da doencga. C) Representacéo de uma célula infectada e da proliferacéo e persisténcia cronica
do parasito no tecido (cardicaco e/ou do sistema digestivo).

A parasitemia € eventualmente controlada pela resposta imune e as funcfes
cardiacas retornam ao normal. No inicio, esse controle depende da imunidade inata,
com destaque para o0 sistema complemento e citocinas pro-inflamatérias de
macrofagos e células NK (do inglés natural killer), seguida da ativacéo da imunidade
adquirida mediada por células T CD4+ (auxiliares), T CD8+ (citotoxicas) e por
anticorpos. Juntas, essa resposta imune robusta reduz, mas néo elimina toda a carga
parasitaria (DOS REIS, 2011). Assim, a continua proliferacdo e persisténcia do
parasito no tecido levam ao desenvolvimento da fase cronica da DC, caracterizada
por baixas cargas parasitarias e sorologia positiva (figura 2).

Para estabelecer uma infeccdo de longo prazo, o T. cruzi desenvolveu
estratégias sofisticadas para evadir o sistema imune do hospedeiro. As respostas pro-
inflamatorias desencadeadas pelo parasito sdo neutralizadas por respostas anti-

inflamatorias mediadas pelas citocinas IL-10 e TGF-B, em que linfécitos Thl
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promovem protecao contra o T. cruzi e linfocitos Th2 a persisténcia do parasito. Com
isso, a maioria dos pacientes (cerca de 70%) permanecem assintomaticos ao longo
de toda a vida, chamada de forma indeterminada da DC. Enquanto os outros 30% de
infectados cronicos evoluem de condi¢cdes assintomaticas para formas sintomaticas,
que incluem danos cardiacos, digestivos ou cardiodigestivos (DOS REIS, 2011;
BONNEY; ENGMAN, 2015). Nesses casos, as consequéncias mais comuns séo
hipertrofia do coracéo, dilatacbes do esdfago e do intestino grosso (megacélon), ou
uma combinacgcao de ambos (BOSCARDIN et al., 2010).

A patogénese da DC crbdnica sintomética ainda ndo esta completamente
esclarecida, como o numero de parasitos é drasticamente reduzido e permanece
restrito a alguns tecidos (figura 2C), h4 uma discussdo em andamento sobre a acéo
autoimune nas lesdes teciduais (BONA et al., 2018). Visto que o resultado da infec¢céao
pelo T. cruzi € altamente variavel, diferentes mecanismos ja foram propostos de
promover ou contribuir com os danos ao tecido, dentre eles: a acao local do parasito,
a resposta imune especifica ou ndo especifica e a autoimunidade induzida, que pode
ocorrer via mimetismo antigénico ou pela ativacdo de linfécitos T auto-reativos
(BONNEY; ENGMAN, 2015).

Além disso, h& evidéncias da presenca de T. cruzi no tecido adiposo e na
medula 0ssea, em casos de DC crdnica humana, locais onde o parasito pode persistir
por décadas e se tornar um reservatorio de infeccdo, reativando a fase aguda no
individuo em condic6es de imunossupressdo (FERREIRA et al., 2011; TERAN et al.,
2012).

O tratamento tripanocida a disposicdo até o momento € limitado a dois
farmacos, benzonidazol e nifurtimox, que foram desenvolvidos ha cerca de 50 anos
(CERISOLA, 1977) e séo eficazes na fase aguda da doenca, chegando até a
promover cura. No entanto, a medida que a infeccdo progride essa eficacia diminui,
além dos medicamentos gerarem graves efeitos colaterais que dificultam o seu uso
prolongado (WHO, 2020). No Brasil, apenas o benzonidazol tem autorizagcdo da
ANVISA para ser comercializado devido a alta toxicidade do nifurtimox.

Dessa forma, as descobertas e desenvolvimentos recentes de novos
farmacos tripanocidas tém considerado o seu uso em individuos crénicos bem como
a variabilidade da DC, que pode depender tanto da viruléncia/origem das cepas
especificas de T. cruzi quanto da suscetibilidade do individuo a infeccdo (URBINA,
2014; SANTOS SOUZA et al., 2019).
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Todavia, os desafios para promover tratamento e prevengdo satistatorios
ainda sdo grandes. Apesar dos avangos no controle vetorial e na triagem de bolsas
de sangue em varios paises, no Brasil, por exemplo, a transmisséo oral pela ingestao
de alimentos contaminados com triatomineos infectados ou seus dejetos continua
sendo a mais frequente, 86% em 2018 (SVS/MS, 2019-2). Outra via importante é a
transmissao congénita, além de fatores como a emergéncia das coinfeccfes de T.
cruzi com HIV, as condi¢des socioecondmicas das populacdes afetadas (habitacéo,
educacdo, saneamento, renda, etc.) e os efeitos da degradacdo ambiental e das
mudancas climaticas no ciclo silvestre do T. cruzi, visto o elevado potencial de
colonizacdo dos vetores (WHO, 2002; PINTO DIAS et al., 2016).

Nesse cenario que requer permanente vigilancia, com as elevadas taxas de
morbidade e mortalidade, somado ao fato da DC néo ser erradicavel devido ao seu

carater enzodtico, a vacinacédo seria a medida ideal para o controle da doenca.

3.3 IMUNIZACAO COM TRIPANOSOMATIDEOS NAO PATOGENICOS

Abordagens imuno profilaticas ou terapéuticas no contexto da DC requerem a
elicitacédo de citocinas Th1l, anticorpos liticos (reativos a epitopos de a-galactose da
superficie de tripomastigotas) e atividade de fagécitos, células T auxiliaries e T
citotoxicas. A auséncia de um desses componentes pode resultar na persisténcia do
parasito e consequentes eventos patoldgicos no hospedeiro (RIOS et al., 2019).

Os esforcos no desenvolvimento de vacinas com alvos antigénicos
(genes/proteinas) de T. cruzi foram revistos por Rios e colaboradores (2019).
Contudo, ha evidéncias de que a imunizagdo com antigenos préprios do parasito seja
uma abordagem de risco, uma vez que a exposicdo de camundongos a estes
antigenos isolados, na auséncia de infeccdo ativa, ja € suficiente para induzir
autoimunidade e dano cardiaco nos animais (BONNEY et al., 2011). Desse modo, o
estimulo vacinal com tripanosomatideos ndo patogénicos para humanos pode ser
uma estratégia relevante e mais segura.

As espécies Trypanosoma rangeli e Phytomonas serpens, um parasito de
tomate, tém sido investigadas como potenciais vacinais, pois compartilham antigenos
com T. cruzi que podem induzir uma resposta imune protetora no hospedeiro
(BREGANO et al., 2003; BASSO et al., 2008).
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A infeccdo humana natural pelo T. rangeli é caracterizada pela auséncia de
manifestacdes clinicas e baixos niveis de parasitemia. A presenca do parasito tem
sido demonstrada por exames diretos, hemoculturas e xenodiagnosticos em pelo
menos sete paises da América Latina (GUHL; VALLEJO, 2003), totalizando mais de
2.500 casos (com infeccdes Unicas ou mistas com T. cruzi). No Brasil ha seis casos
relatados, sendo o primeiro em um paciente chagésico cardiaco (LUCENA;
MARQUES, 1954), trés no municipio de Barcelos no Estado do Amazonas (COURA
et al., 1996), no qual nenhum dos individuos apresentou sintomas da DC. E dois em
pacientes chagasicos crénicos da Bahia, em que um deles apresentava a forma
cardiaca e o outro a forma indeterminada da doenca (SOUZA et al., 2008).

O ciclo de vida do T. rangeli no hospedeiro invertebrado é bem estudado,
entretanto, o seu desenvolvimento em vertebrados é pouco compreendido. Os dados
a respeito da existéncia ou n&do de formas em divisdo nos tecidos e no sangue s&o
escassos, divergentes e muito controversos.

Avaliag@es in vitro da interacdo do T. rangeli com diferentes cepas e linhagens
celulares segurem que o parasito € capaz de infectar (em baixas taxas), mas néo de
se multiplicar intracelularmente (EGER-MANGRICH et al., 2001), embora outros
trabalhos descrevam estagios de amastigotas abundantes, tanto in vitro utilizando
cepas Colombianas (ZUNIGA et al., 1997; CIMADOR et al., 2019), quanto in vivo com
a cepa Perro 82 (SCORZA et al.,, 1986; URDANETA-MORALES; TEJERO, 1986).
Além de uma observacao da replicacdo de formas tripomastigotas no sobrenadante
de culturas celulares (MOLYNEUX, 1973).

De fato, existem evidéncias de que haja algum mecanismo de multiplicacao
ou de sobrevivéncia do T. rangeli no hospedeiro mamifero, devido ao aumento
(mesmo que pequeno) no numero de parasitos circulantes apds a infeccdo e certa
persisténcia nesse hospedeiro (GRISARD; STEINDEL, 2004), porém, o estado
bioldgico e fisiologico deste parasito nos vertebrados ainda precisa ser elucidado.

Apesar dessa lacuna de conhecimento, a infecgdo humana pelo T. rangel
induz uma resposta imune humoral com elevados titulos de anticorpos, o que resulta
em uma reatividade sorolégica cruzada com T. cruzi, pois 0s parasitos apresentam
uma semelhanca antigénica de até 60% em diferentes cepas, especialmente para as
formas epimastigotas (O’DALY et al., 1984; SALDANA; SOUZA, 1996). Estes dados
foram confirmados em soros chagasicos de fases e formas distintas, bem como para

as formas tripomastigotas (MORAES et al., 2008). Logo, essa forte reacdo cruzada
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associada a dificuldade de diferenciacdo morfolégica entre os parasitos complica o
diagnostico da DC em &reas com sobreposicdo das espécies, podendo gerar
resultados falsos positivos.

Além disso, as coinfec¢des por T. cruzi e T. rangeli ainda ndo foram muito
exploradas. Dados sobre o comportamento de infecgbes mistas sdo escassos na
literatura, muitas vezes restritos apenas a sua existéncia (NASCIMENTO, 2015). No
inseto vetor, ja foi demonstrado que ndo ha interacdes interespécies aparentes ou
alteracdes nos ciclos biologicos de cada parasito (GUEVARA et al., 2005). Nos
hospedeiros mamiferos, Guhl e Vallejo (2003) apontaram para uma aparente
diminuicdo da gravidade da sintomatologia da DC quando h& infec¢cdes mistas em
humanos (GUHL; VALLEJO, 2003).

Experimentalmente, a infeccéo prévia de camundongos com tripomastigotas
metaciclicos de T. rangeli (cepa Choachi-2V) e posterior infeccdo com cepas
virulentas de T. cruzi (Talahuen, SA e clone Dm28c) mostraram diminuicdo da
gravidade da doenca, baixos niveis de parasitemia e sobrevida de 100% dos animais
(PALAU et al., 2003), sugerindo que T. rangeli € capaz de induzir uma resposta imune
especifica, controlando a multiplicacdo parasitaria em individuos coinfectados. Os
autores ainda apontaram para uma possivel contribuicdo da exposicdo natural ao T.
rangeli na diversidade de manifestacdes clinicas, patolégicas e imunoldgicas das
infecgdes pelo T. cruzi.

Basso e colaboradores (2008), por sua vez, desenvolveram um modelo de
vacinacdo para camundongos com formas epimastigotas de T. rangeli fixadas e
demonstraram que os antigenos envolvidos nessa protecdo induzida por T. rangeli
sdo uma caracteristica comum de diferentes cepas do parasito com origens
geograficas distintas (Choachi e SC-58). O efeito protetor desse modelo de vacinagéo
foi avaliado em porcos-da-india (BASSO et al., 2014), em cées de cativeiro sob
condicdes controladas (BASSO et al., 2007), bem como em caes de areas rurais
(BASSO et al.,, 2016) e obtiveram resultados semelhantes: reducdo da carga
parasitéria, lesdes cardiacas brandas ou até ausentes e maior sobrevida apés o
desafio com T. cruzi (cepa Tulahuen), ou apenas a inducdo de anticorpos contra T.
cruzi nos casos de modelo canino (BASSO et al., 2007; BASSO et al., 2008; BASSO
et al., 2014; BASSO et al., 2016).

Essa resposta protetora parece estar relacionada com a elicitacdo de células
B e T especificas contra T. cruzi e um padrao particular de citocinas: elevados niveis
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de IL-12 e IFN-y, baixos niveis de citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL-18 e TNF-a) e
uma modulag&o nos niveis de IL-10 e NO, resultando em um delicado equilibrio entre
as respostas Thl e Th2, adequado para superar a infeccao (CERVETTA et al., 2002;
BASSO et al., 2004; BASSO, 2013). Recentemente, 0 mesmo grupo demonstrou que
esse modelo de vacinacdo com T. rangeli também apresenta acao terapéutica em
camundongos (BASSO; MORETTI, 2017), o que € interessante no contexto de
imunizacdo de animais domésticos pois ndo haveria a necessidade de confirmacao
da infeccdo ou ndo pelo T. cruzi, visto que ambas abordagens (terapéutica e
profilatica) foram efetivas em eliminar o parasito da circulacdo e assim, anular o papel
dos animais como reservatérios da doenca.

Outra abordagem possivel é a utilizacdo do T. rangeli como adjuvante
imunoldgico. Aparicio-Burgos e colaboradores (2015), por exemplo, montaram um
esquema de vacinacdo em modelo canino com DNA plasmidico (codificando os
antigenos TcG1, TcG2 e TcG4) seguido de epimastigotas fixos de T. rangeli que
proporcionou protecao significativa contra a cepa Sylvio X10/4 de T. cruzi, altamente
patogénica para caes. No entanto, em outro trabalho, a imunizagédo com T. rangeli fixo
apos uma vacina de DNA (TcG2/TcG4) ndo aumentou a sua eficacia em
camundongos (GUPTA et al., 2019).

A reatividade antigénica cruzada entre tripanosomatideos € corroborada pelas
evidéncias de que soros de pacientes chagasicos também reconhecem antigenos de
Phytomonas serpens (BREGANO et al., 2003). Da mesma forma, este parasito foi
capaz de conferir certa protecdo contra infeccdes experimentais com T. cruzi (cepa Y)
em modelos murinos (PINGE-FILHO et al., 2005), onde o efeito protetor pareceu
depender da produgao aumentada de NO pelo hospedeiro.

Uma vez que P. serpens € agente etioldégico de uma doenca vegetal em fruta
comestivel (ex.: tomate), o consumo de plantas, por seres humanos ou animais,
naturalmente infectadas com tripanosomatideos, poderia potencialmente estimular
uma resposta imune aos antigenos de T. cruzi e interferir no desenvolvimento da
infeccdo (BREGANO et al., 2003).

Entretanto, 0s mecanismos imunes e componentes antigénicos envolvidos em
todas essas respostas ainda foram pouco elucidados. Santos e colaboradores (2007)
descreveram duas cisteina-proteases (de 38 e 40 kDa) de formas promastigotas de
P. serpens que possuem varias caracteristicas em comum com a cruzipaina, principal

peptidase de T. cruzi (SANTOS et al. 2007). Enquanto Gracga-de-Souza e
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colaboradores (2010) identificaram 22 proteinas putativas de P. serpens reconhecidas
por soros de chagésicos, das quais a maioria foi classificada no processo de
metabolismo celular (GRACA-DE-SOUZA et al. 2010).

Recentemente, foi publicado a primeira analise do proteoma de P. serpens,
em que 0s autores apontaram para proteinas que poderiam potencialmente gerar
epitopos de MHC de classe | contra tripomastigotas de T. cruzi, 0 que suportaria a
reatividade imunoldgica cruzada entre as espécies (SANTOS JUNIOR et al., 2018).

Outra hipotese € a de que as reacdes cruzadas poderiam ser induzidas por
sialidases homologas expressas nos tripanosomatideos, a superfamilia das trans-
sialidases (TS) de T. cruzi (que contém enzimas que catalizam a transferéncia de
acido sialico da superficie da célula hospedeira para a superficie do parasito) esta
diretamente relacionada com os processos de adeséo e invasdo do protozoario na
célula (RUBIN; SCHENKMAN, 2012). P. serpens ndo apresenta atividade de TS mas
foi capaz de impedir a depuracdo plaquetaria induzida por TS de T. cruzi em
imunizacao oral de camundongos (DA SILVA et al., 2013). A sialidase de T. rangeli,
também com falta de atividade de TS, é a proteina mais proeminente (banda de 73
kDa) na superficie de formas epimastigotas e tripomastigotas do parasito (WAGNER
et al., 2013), e a sua forte antigenicidade ja foi demonstrada (SALDANA et al., 2002).

Nesse contexto, uma melhor elucidacdo das semelhancas antigénicas entre
tripanosomatideos pode advir da investigacdo de informacdes enviadas via vesiculas

extracelulares (VES).

3.4 VESICULAS EXTRACELULARES E A INTERACAO PARASITO-HOSPEDEIRO

Microrganismos como bactérias, fungos e parasitos liberam moléculas
bioativas que modulam a sua interacdo com o hospedeiro, permitindo a sobrevivéncia
e replicacédo do patdgeno. Nos eucariotos, proteinas secretadas normalmente contém
um peptideo sinal N-terminal que as direciona para a via classica de secrecdo
dependente do reticulo endoplasmatico rugoso e do aparato de Golgi. Proteinas
secretadas que nao possuem essa sequéncia sinal usam diferentes vias nao
convencionais de transporte para fora da membrana plasmatica (NICKEL; SEEDORF,
2008).

Entre os diferentes mecanismos de trafego intracelular propostos para mediar

a secrecdo nao convencional, esta a associacdo com vesiculas extracelulares (VES).
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As VEs sao estruturas complexas e heterogéneas, consistem de formas esféricas
delimitadas por uma bicamada lipidica que contém proteinas de membrana e
englobam componentes citosélicos provenientes da célula de origem (THERY et al.,
2009).

Atualmente, existem trés processos conhecidos pelos quais as VEs sé&o
liberadas no meio extracelular: 1) pelo brotamento interno da membrana endossomal
somado ao conteudo citosolico, que formam vesiculas intraluminais no interior desse
endossomo, denominado de corpo multivesicular (MVB). Entéo, ocorre a fusdo do
MVB com a membrana plasmética e a liberacéo, por exocitose, das vesiculas como
exossomos; 2) a partir do brotamento externo da membrana plasméatica (MP) por um
mecanismo dependente de calcio, em que a dinamica de proteinas do citoesqueleto
€ alterada e ocorre uma redistribuicdo de fosfolipideos, resultando na fissdo da MP e
liberacdo de microvesiculas; 3) através da morte celular programada, formando os
corpos apoptoticos (AKERS et al., 2013; DEOLINDO et al., 2013).

Dessa forma, os exossomos sdo caracterizados por serem VES nanométricas,
variando de 30-100 nm de didametro e revestidas por uma membrana de origem
endocitica, enquanto as microvesiculas sdo maiores, apresentando didmetro entre
0,1-1 um e os corpos apoptéticos 1-5 um, ambos revestidos por fragmentos da MP
(GYORGY et al., 2011). Contudo, atribuir uma VE & uma via de biogénese Unica é
extremamente dificil, devido a auséncia de marcadores especificos para os subtipos
citados, sendo preferivel o uso do termo genérico “vesiculas extracelulares” (THERY
et al., 2018).

O campo de estudo de VEs expandiu rapidamente na ultima década, com o
uso de diferentes termos e metodologias na literatura, de maneira que a Sociedade
Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV) estabeleceu requerimentos
experimentais minimos para definir VEs e suas fungdes - MISEV (LOTVALL et al.,
2014; THERY et al., 2018).

Embora a existéncia de VEs tenha sido por muito tempo ignorada, o
reconhecimento desse mecanismo de comunicagdo intercelular estd agora sendo
bem documentado, com diversas fun¢des biologicas ja descritas, tanto em processos
patologicos (MARCILLA et al., 2014) quanto fisiologicos (YANEZ-MO et al., 2015), de
modo que as emergentes evidéncias demonstram que a secrecdo de VEs € um

processo celular adaptativo universal (GYORGY et al., 2011).
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O papel das VEs como veiculos potentes de comunicacgdo intercelular se da
pela capacidade de transferir proteinas, lipidios e acidos nucléicos funcionais entre as
células. Ja foram descritas VEs contendo RNA mensageiro (RNAm), pequenos RNAs
nao codificantes (microRNA), DNA cromossdémico e mitocondrial, retrotransposons,
antigenos, fatores de viruléncia e moléculas de MHC (BARTENEVA et al., 2013;
ROBBINS; MORELLI, 2014).

Apo6s o reconhecimento da célula-alvo, as VEs estabelecem interagcbes com
0s receptores de superficie, seguido em muitos casos, pela fusdo com a MP e
liberacdo do seu conteldo, sinalizando diferentes eventos intracelulares. Todavia,
VEs também podem ser endocitadas pelas células alvo ou colapsar ap6s a sua
secrecdo, liberando o seu conteiddo no espaco extracelular. Desse modo, ao
apresentar diferentes estratégias, as VEs podem agir tanto local quanto
sistemicamente (TURTURICI et al., 2014; MELDOLESI, 2018).

Para T. cruzi, Goncalves e colaboradores (1991) foram os primeiros a
descrever a liberacao de antigenos de superficie como vesiculas de membrana pelas
formas tripomastigotas do parasito. A analise posterior do secretoma de T. cruzi
revelou que apenas uma pequena fracao (~9%) do total de proteinas indentificadas
continha peptideo sinal N-terminal, indicando secrecao pelas vias classicas, 0 que
sugere que o restante das proteinas foram secretadas por vias alternativas, incluindo
a associacdo com VEs (BAYER-SANTOS et al., 2013). Atualmente, ja foi demonstrado
que o T. cruzi secreta VEs de diferentes subtipos (figura 3), e por ambas as formas
epimastigota e tripomastigota (TORRECILHAS et al., 2009; BAYER-SANTOS et al.,
2013).

A maioria das fungdes atribuidas as VEs de T. cruzi, até agora, sugerem uma
modulacdo do ambiente para facilitar a sua infeccdo. H& evidéncias com diferentes
cepas do parasito em modelos in vivo (TORRECILHAS et al., 2009; NOGUEIRA et al.,
2015; LOVO-MARTINS et al., 2018), assim como em linhagens celulares fagociticas
e ndo-fagociticas (CESTARI et al., 2012; NEVES et al., 2014; RAMIREZ et al., 2017),
de que as VEs de T. cruzi aumentam o numero de células infectadas, contribuem com
a resposta inflamatoria e medeiam mecanismos de imuno evaséo.

Recentemente, foi demonstrado que a interagdo com VEs isoladas de T. cruzi
(cepa Pan4d), na auséncia de infeccdo, jA é suficiente para induzir mudancas
fisiol6gicas em culturas celulares de epitélio (linhagem Vero) e de cardiomiécito HL-1,
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sugerindo o possivel papel das VEs em algumas das manifestacdes caracteristicas
da doenca de Chagas (MOREIRA et al., 2019).

Figura 3. Origem das vesiculas extracelulas de Trypanosoma cruzi
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Fonte: Adaptado de Bayer-Santos et al., 2013 e Marcilla et al., 2014.
Notas: A-C) Microscopia eletrbnica (MET) de formas epimastigotas da cepa Dm28c secretando
microvesiculas (setas) e D-G) exossomos (Nu: nucleo, F: flagelo, K: cinetoplasto, FP: bolsa flagelar,
MVB: corpo multivesicular). Barra de escala = 250 nm. H) Representacdo de uma célula secretando
diferentes subtipos de VESs e as suas respectivas faixas de tamanho.

As VEs secretadas pelo T. cruzi podem utilizar rotas locais e sistémicas para
mediar um efeito durante o curso da infeccdo, por meio da sinalizacdo endécrina
(células distantes), paracrina (células vizinhas), justacrina (células adjacentes) ou
autocrina (auto-direcionada). Além das diferentes formas de interacdo possiveis:
parasito-parasito, parasito-célula hospedeira, célula infectada-célula hospedeira e
célula hospedeira-célula hospedeira (TORRO et al., 2018), de forma que o ciclo de
vida natural do T. cruzi e a situacao real da sinalizac&o celular na DC s&o ainda mais
complexos do que considerado até entao.

Novas evidéncias corroboram que a sinalizacdo através de VEs durante a
infeccdo por T. cruzi € essencial nas interacdes parasito-hospedeiro. Posto que
macréfagos humanos (TPH-1) infectados com T. cruzi (cepa Y) aumentam a propria
secrecdo de VEs e promovem uma resposta pro-inflamatoria, por meio do receptor
Toll-like 2, que favorece o parasito (CRONEMBERGER-ANDRADE et al., 2020).

De modo geral, o processo de interacdo entre o T. cruzi e a célula hospedeira
pode ser dividido em trés fases sucessivas: adesao, sinalizagéo e invasdo (SOUZA et
al., 2010). A etapa de adesao envolve o reconhecimento de moléculas presentes na

superficie de ambos parasito e célula hospedeira (resumidas na figura 4). Nesse



32

cenario, ndo podemos mais ignorar as moléculas secretadas via VEs pelo parasito e
o papel desempenhado por elas (BORGES et al., 2016; COSTA et al., 2016).

Figura 4. Modelo esquematico das moléculas envolvidas na interagdo do Trypanosoma cruzi

com a célula hospedeira
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Notas: O quadro a direita resume as principais moléculas presentes nas formas tripomastigotas de T.
cruzi, e a esquerda os respectivos receptores em uma célula hipotética.

Quadro 2. Contelido de vesiculas extracelulares de Trypanosoma cruzi e suas fungdes

Componentes

Funcdes

- Proteina flagelar ligadora de calcio (FcaBP)
- a- glactosil glicoconjugados
- GP 35/50

Adesao do parasito na célula hospedeira

- Pequenos tRNAs
- TcPIWI-tryp (proteina argonauta)

Metaciclogénese e susceptibilidade a infecgéo

- Cruzipaina

Invasdo do parasito na célula hospedeira, digestao
de “dobradigas” de todas as subclasses de IgG
humanas

- GP 85/superfamilia das trans-sialidases (TS)

Adeséo celular, ativacdo de ERK1/2

- GP 82

Ligacdo a fosfolipase C da célula hospedeira

- Proteinas SAP

Adesao celular, exocitose de lisossomos, influxo
de célcio

- TGF-B

Invasdo de T. cruzi, contribui para escape do
sistema complemento

Fonte: Adaptado de Borges et al., 2016.
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O conteudo molecular ja revelado das VEs de T. cruzi € composto por varias
das moléculas relacionadas com a interacdo parasito-célula hospedeira, muitas
destas conhecidas por contribuirem para o mecanismo de evasdo do sistema
imunologico do hospedeiro (quadro 2), o que resulta em uma sinalizacéo eficiente e
no sucesso da invaséo celular pelo T. cruzi (BORGES et al., 2016; TORRO et al.,
2018).

No caso de T. rangeli, o trabalho de Aggio (2017) foi o primeiro a descrever a
secrecdo de VEs por formas epimastigotas do protozoario (figura 5). E recentemente,
0 N0SSso grupo observou que VEs isoladas de formas epimastigotas de ambos T. cruzi
(cepa Y) e T. rangeli (cepa Choachi) sdo imunogénicas e apresentam reatividade
sorologica cruzada no soro de camundongos previamente infectados com cada um
dos parasitos, bem como no soro de pacientes chagasicos de diferentes formas
cronicas e da fase aguda (VEDAM et al., 2017). Porém, a composicao das VEs de T.

rangeli ainda néo foi descrita.

Figura 5. Vesiculas extracelulares de formas epimastigotas de Trypanosoma rangeli

/]

Fonte: Adaptado de Aggio, 2017.

Notas: A-B) Microscopia eletrénica (MEV) mostrando o brotamento de VEs (setas) da superficie de
epimastigotas da cepa Choachi. a-m) Morfologia das VEs isoladas de T. rangeli por microscopia
eletrbnica (MET).

Considerando a auséncia de um bom entendimento sobre a reacao antigénica
cruzada entre T. cruzi e T. rangeli, as crescentes funcdes atribuidas as VEs na
comunicacao intercelular, interacéo parasito-hospedeiro e na imunomodulagéo; além
de que antigenos imunogénicos parecem ser carregados na membrana dessas VES,
0 presente trabalho buscou indentificar quais sdo as proteinas antigénicas presentes

nas VEs de formas epimastigotas de T. cruzi e T. rangeli.
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Estes dados podem contribuir para o desenvolvimento de uma futura profilaxia
contra a doenca de Chagas, uma vez que VEs derivadas de T. rangeli poderiam
induzir uma resposta imune protetora contra as VEs T. cruzi, através da formacao de
uma resposta especifica contra antigenos reconhecidos de forma cruzada. Isso
anularia os efeitos das VEs do patdgeno, diminuindo o sucesso e amenizando 0s
danos da infeccéo pelo T. cruzi.

Visto que a aplicacdo terapéutica de VEs em ensaios clinicos ja esta sendo
desenvolvida para terapias anti-tumorais, desordens imunolégicas e metabdlicas ou
para a administracdo de medicamentos (LENER et al., 2015), o fato de T. rangeli ser
um parasito ndo patogénico para humanos favorece esse tipo de aplicacdo. Dessa
forma, a descricdo do contetdo proteico de VEs de T. rangeli pode trazer novas
perspectivas para o desenvolvimento de estratégias imunoprofilaticas para doenca de
Chagas.

Este estudo faz parte de um projeto maior e multicéntrico (Instituto Carlos
Chagas/Fiocruz-Parana, Universidade Estadual de Londrina, Universidade Estadual
de Ponta Grossa e Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Parand) que tem
como objetivo caracterizar VEs secretadas por diferentes tripanosomatideos (T. cruzi,
T. rangeli e P. serpens), bem como avaliar o seu efeito imunomodulador in vitro e in

Vivo no curso da infeccdo pelo T. cruzi.



35

4 MATERIAS E METODOS

4.1 MATERIAIS

- Becton, Dickinson and Company — BD (Sparks, MD, EUA): Difco™ Liver Infusion
Broth; Difco™ Triptose Broth;

- BioRad Laboratories (Hercules, CA, EUA): Precision Plus Protein™ All Blue
Prestained Protein Standards;

- GE Healthcare Life Sciences (Sédo Paulo, SP, BR): Amersham ECL Human IgG,
HRP-linked whole Ab (from sheep);

- Gibco (Grand Island, NY, EUA): Soro Fetal Bovino (SFB);

- Invitrogen Inc. (Carlsbad, CA, EUA): Total Exosome Isolation Reagent - from cell
culture media;

- Lonza Group AG (Walkersville, MD, EUA): Endotoxin-Free Phosphate Buffered
Saline (PBS endofree); Roswell Park Memorial Institute medium — RPMI-1640
(solucao comercial liquida);

- Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha): Acido férmico 98-100%;

- Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA): Acetonitrile (ACN); Ammonium bicarbonate
(ABC); Anti-Mouse 1gG (whole molecule) — Peroxidase antibody produced in goat;
Dimethyl sulfoxide (DMSO); DL-Dithiothreitol (DTT); lodacetamida; Penicilina-
Estreptomicina; pé para meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640);
Trifluoroacetic acid (TFA);

- Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA): Membrana de PVDF 0,45 um; Nunc
MaxiSorp™ flat-bottom;

- Kasvi (Sédo José dos Pinhais, PR, BR): Filtro para seringa com membrana de

polietersulfona 0,45 pm.

4.2 SOLUCOES E MEIOS

- Gel de corrida 10%: acrilamida + bis-acrilamida 30% (concentracao final 10%), Tris-
HCI 2,5 M pH 8,8 (concentracao final 400 mM), SDS 10% (concentracéo final 0,1%),
persulfato de amonio 10% (concentracao final 0,075%) e TEMED (concentragéo final
0,07%);
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- Gel de empilhamento 5%: acrilamida + bis-acrilamida 30% (concentracéo final 5%),
Tris-HCI 1 M pH 6,8 (concentracéo final 120 mM), SDS 10% (concentracao final 0,1%),
persulfato de amonio 10% (concentracao final 0,075%) e TEMED (concentracéo final
0,07%);

- Meio LIT: infusdo de figado 0,5%, NaCl 75,3 mM, KCI 5,4 mM, glicose 10 mM,
triptose 0,5%, Na:HPO4 56,4 mM, hemina 0,0025%, SBF 10% e 100 U/ml de
penicilina-estreptomicina;

- Meio RPMI: RPMI-1640 (Sigma) suplementado com 10% SBF, 0,25 ug/ml de
gentamicina e 50 U/ml de penicilina-estreptomicina;

- PBS 1x: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 4,3 mM e KH2PO4 1,5 mM;

- Solucéo substrato-cromdgeno: peroxido de hidrogénio (H202) 30% 1 ul/ml e OPD
2 mg/ml de tampao citrato;

- Tampédo citrato: citrato de sodio (NasCeHs07.2H20) 40 mM; acido citrico (CsHsO7)
11 mM (pH 5,6);

- Tampéao de amostra 5x: Tris-HCI (pH 6,8) 0,3 M, SDS 10%, glicerol 50%, azul de
bromofenol 0,005% e B-mercaptoetanol 5%;

- Tampao de corrida 1x: Tris 25 mM, glicina 190 mM e SDS 0,1%;

- Tampao de transferéncia 1x: Tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol 20%;

- TBS-T: NaCl 150 mM, Tris-HCI (pH 7,4) 20 mM e Tween 0,05%.

4.3 SOROS

Os soros murinos foram cedidos pela Dra. Alessandra Guarneri do Centro de
Pesquisas René Rachou (CPgRR-Fiocruz/MG), provenientes de camundongos (n=3)
da linhagem Swiss ap6s 28 dias de infeccdo por T. cruzi ou T. rangeli. Soro de
camundongos Swiss néo infectados foram utilizados como controle negativo.

Os soros de pacientes chagasicos cronicos (n=5) nas formas indeterminada,
cardiaca, digestiva e cardiodigestiva foram cedidos pela Dra. lara José de Messias-
Reason da Universidade Federal do Parana/Hospital das Clinicas-UFPR de Curitiba,
bem como o de individuos soro negativos para a doenca de Chagas.

Os soros de pacientes chagasicos na fase aguda (n=5) foram cedidos pelo
Prof. Dr. Mério Steindel da UFSC, provenientes do surto por contaminacao oral que
ocorreu em Santa Catarina no ano de 2005 (STEINDEL et al., 2008).
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Vale ressaltar que nenhum procedimento em humanos ou em animais foi
realizado no presente trabalho e que as instituices parceiras tém as aprovacdes dos
respectivos comités de ética (CEUA/Fiocruz: LW-61/12, CEP/HC-UFPR:
1457.122/2007-06). Cada conjunto de soros foi reunido em um pool e a titulagdo esta

descrita nos itens referentes a imunoensaios (item 4.10).

4.4 PARASITOS

Formas epimastigotas da cepa Choachi de Trypanosoma rangeli
(SCHOTTELIUS, 1987) e da cepa Y de Trypanosoma cruzi (SILVA; NUSSENZWEIG,
1953) foram mantidas a 27°C em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 100 U/ml de penicilina e estreptomicina, através
de dois repiques semanais.

A curva de crescimento de cada espécie foi determinada semeando os
epimastigotas em tubos de cultura com um inéculo inicial de 5 x 10° parasitos/ml nas
condi¢cBes descritas anteriormente. Entdo, a proliferacao foi avaliada ao longo de 7
dias através da contagem celular diaria em camera de Neubauer e os dados
analisados no programa GraphPad Prism 7.

O aspecto morfolégico das formas epimastigotas foi observado através de
coloracdo por Giemsa. Brevemente, 1 ml de cada cultura em fase exponencial foi
lavado trés vezes com PBS (2.000 x g por 10 minutos), ressuspendido no mesmo
volume e 10 pl foram aplicados na lamina. As amostras foram fixadas com metanol
durante 2 minutos e apds secagem completa, a lamina foi coberta com solucéo de
Giemsa (30% de corante de Giemsa em tampao fosfato misto) durante 30 minutos e
lavada delicadamente em &gua corrente. As imagens foram realizadas em
microscopio optico Olympus BX41 com camera acoplada.

A coleta dos epimastigotas para a extracao de vesiculas extracelulares (VES)
foi realizada na fase exponencial de crescimento, 72 ou 96 horas, utilizando parasitos

provenientes da 52 a 102 passagem, conforme estabelecido em Vedam (2017).

4.5 CELULA VERO

Células da linhagem Vero 76 clone E6 (ATCC — American Type Culture

Collection) foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB em
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garrafas de cultura de 75 cm? e mantidas a 37°C em estufa contendo 5% de CO:z e
atmosfera umidificada.

Periodicamente, o meio foi renovado e ao atingir a confluéncia da garrafa a
monocamada de células foi lavada com PBS e tratada com solucao de tripsina/EDTA
0,05% durante 10 minutos a 37°C. Em seguida, foi adicionado meio RPMI
suplementado para o SFB inibir a atividade da tripsina e a solucéo foi homogeneizada
com a pipeta. Ap6s uma centrifugacdo (1.000 x g por 5 minutos a temperatura
ambiente) as células foram recuperadas e uma aliquota transferida para a garrafa de

cultivo na qual foram mantidas.

4.6 ISOLAMENTO DE VESICULAS EXTRACELULARES

A extracdo e purificacdo de VEs foi realizada conforme descrito por Aggio
(2017) e pelo manual do fabricante do kit Total Exosome Isolation (Invitrogen, EUA).
As culturas de formas epimastigotas de T. rangeli e T. cruzi em fase exponencial de
crescimento, com densidade minima de 10° parasitos, foram lavadas duas vezes em
PBS endofree (solu¢do comercial Lonza) a 2.500 x g por 10 minutos.

Entéo, para estimular a secrecdo de VEs, 108 parasitos/ml foram incubados
em meio RPMI sem suplementacao (solucdo comercial Lonza) durante 2 horas a
27°C. Em seguida, a suspensdo contendo os parasitos e as VEs foi centrifugada
(condicdes descritas anteriormente) e o sobrenadante rico em VESs recolhido e filtrado
em membrana de 0,45 ym. O preciptado contento os parasitos foi congelado a -20°C
para posterior extracao de proteinas (item 4.8).

Ao volume total de sobrenadante filtrado contendo as VES, sempre tratado de
forma estéril, foi adicionado % do reagente Total Exosome Isolation Reagent
(Invitrogen, EUA), metade do volume indicado pelo fabricante. Essa solugao foi
delicadamente homogeneizada (reagente viscoso) e incubada a 4°C. Apo6s 16 horas,
a suspensao de VEs foi transferida para microtubos e centrifugada a 10.000 x g por 1
hora a 4°C. O maximo ou todo sobrenadante foi removido com micropipeta e cada
precipitado (n&o visivel) ressuspendido em 20 yl de PBS endofree (Lonza) contendo
ou nao detergente (NP40 1%), para a extracdo de proteinas totais ou validacdo das

amostras por NTA respectivamente.
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4.6.1 Extracdo De Vesiculas Extracelulares Para Células Aderentes

Foram obtidas VEs de células Vero, linhagem celular normal de origem
epitelial renal de macaco, para avaliacdo de VEs ndo relacionadas com as de
tripanosomatideos. O isolamento ocorreu de acordo com Théry et al. (2006) e o
manual do kit Total Exosome Isolation (Invitrogen, EUA). Brevemente, as células
foram cultivadas até atingir confluéncia de 70% a 80%. O meio de cultura foi retirado,
a garrafa lavada duas vezes com PBS endofree (solugdo comercial Lonza) e
adicionado um volume semelhante de RPMI sem suplementagao (solugéo comercial
Lonza). ApOs 24 horas a 37°C em 5% de CO2, o sobrenadante foi recolhido e
submetido a uma centrifugacao (300 x g por 10 minutos a 4°C) para remover possiveis
células mortas. Entdo, esse sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 ym e
seguiu para purificacdo, com o auxilio do kit comercial, conforme descrito
anteriormente (item 4.6). Paralelamente, a monocamada de células foi tratada com
tripsina/EDTA 0,05%, feita a contagem celular em camara de Neubauer, seguida do

congelamento a -20°C para extrato (item 4.8).

4.7 ANALISE DE RASTREAMENTO DE NANOPARTICULAS (NTA)

Tamanho, distribuicdo e concentracdo de VEs isoladas foram caracterizados
pelo programa NTA (Nanoparticle tracking analysis) verséo 3.0, utilizando o sistema
NanoSight LM10 (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, RU) equipado com laser
de 532 nm (figura 6) no Instituto Carlos Chagas (Fiocruz/PR). A analise ocorre de
acordo com as propriedades de espalhamento de luz e movimento Browniano das
particulas. As amostras foram diluidas (1:50) em PBS endofree (Lonza), aplicadas em
um sistema de injecdo automatica e avaliadas por 30 ou 60 segundos a 25°C, com
velocidade de infusdo 50. Para minimizar estatisticamente VEs agregadas, as
amostras foram analisadas em duplicatas biol6gicas e cinco réplicas técnicas. Os

dados foram tratatos pelos programas Microsoft Office Excel e GraphPad Prism 7.
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Figura 6. Representacdo do sistema NanoSight NTA
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Fonte: Adaptado do site do fabricante (Malvern).

4.8 EXTRACAO E DOSAGEM DE PROTEINAS

Para a extracdo de proteinas de VES isoladas, os precipitados foram
ressuspendidos em 20 ul de PBS (Lonza) com NP40 1% e inibidores de proteases
(PMSF e ETDA 1mM), conforme o item 4.6, e mantidos sempre a 4°C com periddicas
homogeneizacdes por vortéx. Apés 1 hora de extracdo, todas as amostras iguais
foram reunidas em um mesmo microtubo e armazenadas a -20°C (para uso) ou -80°C
(para estoque).

Em paralelo, cada precipitado seco (congelado) proveniente de um dos
parasitos ou das células foi dissolvido em tampé&o de lise (TrisHCI 50 mM pH 7,4; NaCl
150 mM; Desoxycolato de Sédio 0,3%; NP40 1%; ETDA e PMSF 1mM) e conservado
no gelo por no minimo 1 hora para extracdo de proteinas. ApoOs periddicas
homogeinizacdes, cada suspensao foi transferida para microtubos e centrifugada a
20.000 x g por 15 minutos a 4°C. Apenas os sobrenadantes (proteinas dissolvidas)
foram recolhidos e armazenados a -20 ou -80°C, denominados de extratos totais (ET).

Todas as amostras foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) em
comparacdo com a curva de BSA padrdo. A leitura foi realizada em leitor de
microplacas (BioTek ELx800) a 570 nm, utilizando o programa Gen5. As absorbancias
obtidas de triplicatas de cada amostra foram interpoladas na curva padrao calculando-
se a equacao da reta (y=ax-b), e os valores obtidos foram divididos pela respectiva

diluicdo para obter a concentracdo de proteinas totais em pg/ul. A dosagem das
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amostras de VEs foi confirmada com o auxilio do equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer
(Invitrogen, EUA), no Instituto Carlos Chagas (Fiocruz/PR), seguindo as instrugdes do

fabricante.

4.9 SDS-PAGE

Os extratos proteicos (10 a 60 pg) foram acrescidos de tampédo de amostra 5
ou 2x (vlv), fervidos a 100°C por 5 minutos e submetidos a eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida a 10%. A corrida eletroforética ocorreu em 15 mA
constantes na presenca de tampéao de corrida por aproximadamente 2 horas, seguida
da coloracdo com nitrato de prata ou azul de Coomassie para avaliacao do perfil e da
representatividade de proteinas nas amostras.

A coloracao por nitrato de prata ocorreu incubando o gel em solucéo fixadora
(etanol 10%/acido acético 0,5%) por até 24 horas sob agitacdo. Ao ser retirada, essa
solucéo foi reservada e adicionada a solucao corante (AgNOs 0,2%). Ap6s 15 minutos
em agitacdo suave, o gel foi lavado rapidamente em agua ultrapura uma vez e em
seguida, lavado novamente sob agitacdo por 2 minutos. A 4gua foi desprezada e a
solucéo de revelagdo (NaOH 0,75 M; formaldeido 0,1 M) adicionada e mantida sob
agitacdo até o aparecimento das bandas, cerca de 10 a 15 minutos. Ao observar uma
boa intensidade de bandas, a solu¢céo de revelacéo foi retirada e o gel retornou para
a solucéo fixadora previamente reservada. O gel foi mantido a 4°C nesta solucéo e
apos o registro por meio de digitalizacao foi seco em papel celofane,

Para a coloracdo com azul de Coomassie, o gel foi incubado por 1 hora em
Coomassie R-350 0,02% a temperatura ambiente. Em seguida, foi descorado em
metanol 25%/4cido acético 8% (v/v) para visualizagcdo das bandas proteicas e mantido

nessas condicdes até o registro e secagem.

4.10 IMUNOENSAIOS

Os ensaios descritos a seguir apresentaram reacoes testes e de controle

conforme exposto na figura 7.
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Figura 7. Fluxograma detalhando as amostras de antigenos e de soros e as suas caracteristicas
de controle ou teste

Antigenos 4.8

Controle negativo Testes (VEs) Controle positivo
|
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\\\_\_\_\//______,
Soros | 4.3

| Negativo | | Testes |
r—‘ﬁ

| Anti- T rangeli || Anti-T cruzi | | Crdnicos || Agudo |

Fonte: As autoras.
Notas: ET= Extrato total, VEs= Vesiculas extracelulares, Epis= Epimastigotas.

4.10.1 Western Blot

Os extratos proteicos (10 a 20 pg) foram submetidos a SDS-PAGE 10%
conforme descrito anteriormente seguido da transferéncia para uma membrana de
PVDF a 25V por 1 hora e 30 minutos em tampao de transferéncia a 4°C. A membrana
foi previamente ativada em metanol e incubada por cerca de 10 minutos no tampéao,
juntamente com o gel, as esponjas e os filtros separadores.

ApoOs a eletrotransferéncia, a membrana foi corada com Coomassie R-250
(0,1% em metanol 50%) por 1 minuto e descorada em metanol 50%/acido acético 25%
(v/v) por 30 minutos para verificar a integridade das proteinas e a eficiéncia da
transferéncia, ou foi considerado apenas a transferéncia do padréo de peso molecular
(Biorad, EUA).

Em seguida, a membrana foi lavada em agua deionizada corrente e
bloqueada com solucdo de TBS-T acrescida de 5% de leite em po desnatado. Apos
16 horas a 4°C, a membrana foi incubada com os soros murinos (titulagédo 1:200) ou
humanos (titulagcdo 1:500 a 1:2000) a temperatura ambiente em TBS-T/leite 2%.

Depois de 2 horas, a membrana foi lavada quatro vezes por 5 minutos com
TBS-T e incubada com o respectivo anticorpo secundario anti-lgG murino (titulacdo
1:3000 a 1:4000) ou humano (titulagdo 1:5000) conjugado a peroxidase (HRP) por 1
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hora a temperatura ambiente, e entdo, novamente lavada quatro vezes por 5 minutos
em TBST-T. A revelagéo foi realizada a partir do reagente ECL (GE Healthcare) em
filme radiogréafico utilizando o processador de filmes SRX-101A (Konica Minolta

Medical & Graphic) em sala escura.

4.10.2 ELISA

A sensibilizacéo de placas de 96 pocos Nunc MaxiSorp™ (Thermo Scientific,
EUA) foi realizada com 100 a 500 ng/po¢co dos extratos proteicos em tampao
carbonato-bicarbonato (0,05 M pH 9,6). Foram aplicados 100 ul/po¢o da solucéo e a
placa foi incubada a 4°C em camara umida por 16 horas. Apds a remocéo da solugéo
de sensibilizac&o por inversao da placa, foram adicionados 300 pl/pogo da solugao de
bloqueio (PBS 1x; Tween 0,05%; leite 5%).

Depois de 1 hora, a placa foi incubada com 50 pl/pogo dos soros murinos
(titulacdo 1:50) ou humanos (titulacdo 1:500) em tampéao de bloqueio por 2 horas a
37°C. Apo6s cinco lavagens com PBS 1x/Tween 0,05% (300 pl/pogo), foram
adicionados 50 pul/poco do respectivo anticorpo secundéario anti-lgG conjugado a
peroxidase (murino 1:1000 e humano 1:4000) em tampéao de bloqueio por 1 hora a
37°C, e entdo, a placa foi lavada cinco vezes nas condi¢cfes anteriores e mais uma
vez com tampao citrato.

Em seguida, a revelacdo ocorreu pela adicdo de 60 ul/pogo de solugao
substrato-cromégeno (H202/0PD) por 10 minutos no escuro. A reacéo foi interrompida
com 30 ul/pogo de acido sulfurico P.A. (H2SO4 diluido 1:9) seguida da leitura das
absorbéacias a 520 nm em leitor de microplacas (BioTek ELx800) acoplado ao
programa Genb5. Os ensaios foram realizados em duplicatas biolégicas e os resultados
analizados pelo GraphPad Prism 7, subtraindo o valor do branco (po¢o com auséncia
de antigeno e soro) de todas as absorbancias. O limiar de reatividade (cut off) foi

determinado a partir do controle negativo de antigeno (ET de Vero).
4.11 ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS)
A identificacdo do proteoma de VEs de formas epimastigotas de T. rangeli e

formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi foi realizada conforme descrito por

Wowk et al. (2017). As amostras de VEs utilizadas foram isoladas no Instituto Carlos
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Chagas (Fiocruz/PR) por meio de ultracentrifugacdo. Brevemente, o sobrenadante
filtrado contendo as VEs de cada organismo foi centrifugado a 100.000 x g durante 2
horas a 4°C (Sorvall WX80 Ultracentrifuge — Thermo Fisher Scientific), lavado com
PBS Lonza e ultracentrifugado por mais 2 horas nas mesmas condi¢cdes para a
obtencao do precipitado enriquecido de VEs.

Apés o isolamento, as amostras foram submetidas a digestdo em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), de modo que ao fim da corrida eletroforética, as bandas
foram cortadas em pedacgos de 1mm3, os pedacgos descorados de Coomassie em
etanol 50%, bicarbonato de aménio (ABC) 50 mM e desidratados em etanol 100% por
10 minutos a 25°C. Entéo, os pedacos de gel foram secos por 7 minutos em centrifuga
de baixa presséo, reidratados com DTT 10 mM, ABC 50 mM por 1 hora a 56°C e
incubados em iodacetamida 55 mM, ABC 50 mM por 45 minutos a 25°C. A seguir, 0
gel foi lavado e desidratado com ABC 50 mM durante 20 minutos, seguido de etanol
durante 10 minutos, com repeticdo deste processo. O gel foi entdo reidratados a 4°C
por 20 minutos em solucao de tripsina a 12,5 ng/ul (Promega) e a digestédo proteica
foi realizada com solucédo de ABC 50 mM (pH 8,0), tripsina 12,5 ng/ul a 37°C.

Para a extracao de peptideos, os sobrenadantes foram recolhidos em novos
tubos e o gel incubado com solucéo de extracéo (TFA 3%, acetonitrila 30%), em duas
etapas, e com acetonitrila (ACN) 100%, em duas etapas, todas de 10 minutos a 25°C.
Os sobrenadantes destas incubacdes foram juntados ao sobrenadante da digestéo.
O sobrenadante final contendo o0s peptideos produto da digestdo foram
completamente secos usando uma centrifuga de baixa pressao (com vacuo). Antes
da LC-MS/MS, os peptideos foram purificados em C18 StageTip para a dessanilizagéo
das amostras e ressuspendidos em acido férmico 0,1%, DMSO 5% para a injecao no
espectrébmetro de massas.

Apés esses tratamentos, as amostras foram submetidas ao sistema de
cromatografia liquida de ultra desempenho Thermo Scientific Easy-nLC 1.000
acoplado ao espectrometro de massas LTQ-Orbitrap XL ETD na Plataforma de
Espectrometria de Massas-RPTO2H no Instituto Carlos Chagas (Fiocruz/PR).

As misturas peptidicas foram carregadas em uma coluna analitica (15 cm de
comprimento, 75 um de diametro interno e com particulas de C18 de 3 um de
didmetro) e eluidas com um fluxo de 250 nl/minuto em gradiente linear de 5 a 40% de
ACN, 0,1% de acido férmico e 5% de DMSO por 120 minutos.
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O espectrometro de massas (figura 8) contendo dois analisadores de massa
sequenciais foi definido para que o MS1 realizasse uma verificagdo completa de
espectro (m/z) na janela de 300-2.000, com resolucdo de R=60.000. Para entéo, o

MS2 verificar os 10 picos mais intensos, com exclusdo dinamica de 90 segundos.

Figura 8. Componentes principais do arranjo MS/MS
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Fonte: Alberts et al., 2017.

Notas: A espectrometria de massa sequencial (MS/MS) apresenta dois analisadores de massa, MS1 e
MS2, separados por uma camara de colisdo. Esta contém um gas inerte de alta energia que fragmenta
as ligacdes peptidicas. Entao, com o auxilio de um computador, o padrao dos fragmentos detectados
é utilizado para deduzir a sequéncia de aminoacidos do peptideo original.

4.12 ANALISE DOS DADOS

Os espectros de massas gerados pela Plataforma de Espectrometria de
Massas RPTO2H (Fiocruz/PR) foram analisados pelo algoritimo MaxQuant verséo
1.6.3.4, que permite a identificacdo de peptideos por peptide spectrum match (PSM).
Essa identificacdo é baseada na comparacédo de espectros de massas de peptideos
de um banco de dados tedrico com o0s espectros de massas gerados
experimentalmente na analise por LC-MS/MS (COX; MANN, 2008).

Desse modo, a identificacdo e quantificacdo de peptideos e proteinas das
amostras de VEs foi realizada com base nos bancos de dados do TriTrypDB (verséo
46) para T. rangeli SC58 e para T. cruzi Dm28c 2018, com critério de FDR (false-
discovery rate) de 1%. Os dados apresentados neste trabalho sdo referentes a trés
réplicas biolégicas e trés réplicas técnicas de VEs de cada parasito e forma evolutiva
frente aos dois bancos de dados, sendo que apenas a média dos valores das réplicas
técnicas seguiu para as demais analises.

A partir das proteinas identificadas, foram retirados o0s potenciais

contaminantes, identificacdes do banco reverso e identificacdes apenas por sitio de
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modificacdo. O critério para presenca de uma proteina na amostra foi de pelo menos
2 peptideos unicos indentificados em pelo menos uma réplica, e ao menos 1 peptideo
anico identificado em uma seguna réplica.

Para comparar o conteudo proteico das VEs dos diferentes organismos, foi
realizado o enriquecimento de ontologia genética (GO, do inglés gene ontology) das
proteinas presentes em cada amostra. A GO foi gerada utilizando as ferramentas do
TriTrypDB-46 em relacdo as anotacdes de componente celular, funcdo molecular,
processo biologico e via metabdlica. Somente os termos que apresentaram p-
value<0,05 para o teste exato de Fisher e para o critério de FDR foram considerados
estatisticamente significativos. A visualizagcao/interpretacédo dos dados foi feita com o
auxilio da plataforma REVIGO, que permite a remocao de termos redundantes de GO
e a selecao dos termos representativos (SUPEK et al., 2011).

Uma andlise da antigenicidade in silico do proteoma das VEs também foi
realizada, esta ocorreu pela predicdo de proteinas que continham semelhancas com
0s epitopos identificados na base de dados Immune Epitope Database and Analysis
Resource (IEDB) para o organismo Trypanosoma cruzi Dm28c 2018. As sequéncias
de epitopos fornecidas pelo IEDB foram mapeadas (similaridade BLAST>=97%) para
os identificadores de genes (IDs) correspondentes no TriTrypDB. Os niveis de
confianca considerados foram o alto e médio, atribuidos a cada conjunto de epitopos
com base na qualidade desse mapeamento. O conjunto de dados foi analisado

utilizando os programas Perseus, Microsoft Office Excel e GraphPad Prism 7.


http://www.immuneepitope.org/
http://www.immuneepitope.org/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EPIMASTIGOTAS DE T. CRUZI E T. RANGELI EM CULTIVO AXENICO

A fase exponencial de crescimento das culturas de formas espimastigotas dos
tripanosomas foi definida como o periodo de 72 a 96 horas (figura 9A), intervalo em
gue ambas as espécies atingem a sua densidade populacional maxima. A partir dessa
fase da cultura que foram feitas as coletas dos parasitos para extracdo de suas
vesiculas extracelulares (VES).

O aspecto morfologico dos protozoarios in vitro esta representado na figura
9B-C, onde é possivel perceber o predominio de formas delgadas caracteristico da
cepa Y de T. cruzi (BRENER; CHIARI, 1963).

Figura 9. Perfil da curva de crescimento e morfologia de formas epimastigotas da cepa Y de T.
cruzi e da cepa Choachi de T. rangeli cultivadas em meio LIT
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Fonte: As autoras.

Notas: A) Curvas de crescimento de T. cruzi e T. rangeli em 10 ml de cultura (média de duas réplicas
biol6gicas + desvio padrdo). As setas indicam os picos de crescimento (T. cruzi = 5,7 x 108 e T. rangeli
= 3,75 x 108 parasitos totais). B) Morfologia tipica de epimastigota (formas alongadas com cinetoplasto
anterior ao ndcleo) das culturas de T. cruzi e C) T. rangeli coradas com Giemsa (aumento 1000X). As
setas indicam parasitos em divisdo celular.

Apesar do estagio evolutivo de T. cruzi utilizado ndo ser considerado
infectante para os hospedeiros mamiferos, devido a sua suscetibilidade a lise mediada
por sistema complemento (CESTARI et al., 2008), a semelhanca antigénica entre as
formas epimastigotas de T. cruzi e de T. rangeli (SALDANA; SOUZA, 1996), bem
como a capacidade de epimastigotas de T. rangeli induzirem uma resposta imune
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protetora contra T. cruzi em diferentes modelos de mamiferos (BASSO et al., 2007;
BASSO et al., 2008; BASSO et al., 2014), justificam o uso das formas epimastigotas
neste estudo.

Recentemente, Kessler e colaboradores (2017) demonstraram que
epimastigotas de T. cruzi recém diferenciados, ao contrario dos epimastigotas de
longo prazo de cultura, sdo infectantes para o hospedeiro mamifero. Esse dado
acarreta mais uma camada de complexidade ao ciclo natural do patégeno, em que
estudos dos estagios de epimastigotas podem contribuir para uma melhor
compreensao das interacdes parasito-hospedeiro (KESSLER et al. 2017).

Na transmissao oral, por exemplo, alimentos contaminados com o inseto vetor
levam a ingestdo de ambas as formas do parasito (epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos), o que sugere que a participacdo de epimastigotas no curso da infec¢éo
e/ou na ativacao da resposta imune ainda precisa ser melhor elucidada.

Quanto ao papel que VEs secretadas por formas epimastigotas de T. cruzi
podem desempenhar, ja foi relatado que estas sdo capazes de aumentar a
suscetibilidade de células de mamiferos a infeccdo, e de participarem da regulacao

da metaciclogénese no ciclo de vida do parasito (GARCIA-SILVA et al., 2014).

5.2 ORIGEM E PURIFICACAO DE VESICULAS EXTRACELULARES

A extracdo das VEs de T. cruzi e T. rangeli foi realizada a partir de 45 a 90 ml
do sobrenadante das culturas de epimastigotas, com densidades populacionais
médias de 23,5 x 108 parasitos para T. cruzi e 11,5 x 108 parasitos para T. rangeli.
Partindo dessas condi¢fes, foi alcangcado um rendimento final em volume de VEs
isoladas de 200 a 500 ul, que apresentaram concentracdes bastante variadas
conforme descrito na tabela 1.

Para as células Vero foi observado um rendimento maior, pois a partir de uma
a trés garrafas de 75 cm? confluentes (3 x 108 células em média) foram obtidos
volumes finais semelhantes de VEs isoladas, com valores altos e mais homogéneos

de concentragéo (figura 10; tabela 1).
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Tabela 1. Comparacdo das caracteristicas de vesiculas extracelulares isoladas de epimastigotas
de T.cruzi Y e T.rangeli Choachi e de células Vero E6. Amostras referentes a dois lotes de extracéo
representativos analisados por NTA (média de 5 réplicas técnicas de cada amostra + desvio padrao)

Oraanismo Data de NUumero de Média do Modal do Concentracéo +
degori em extracso parasitos/ tamanho + tamanho £ DP DP (107
9 & células (109) DP (nm) (nm) particulas/ml)

T. cruzi 11/18 30,0 203,9+2,9 196,3+11,7 13,9+ 1,37
08/19 17,0 278,9 + 26,3 237,1+47,4 1,36 + 0,36
Média 23,5 241,4 + 40,5 216,7 £ 34,8 7,63 +£6,32
T. rangeli 11/18 12,0 1748+7,1 1339+7,5 60,6 £ 17,5
07/19 11,0 188,8 £ 20,4 153,0+9,2 8,6 +216
Média 11,5 181,8 + 14,3 143,45 £ 11,7 34,6 £ 27,9
Vero E6 11/18 1,0 187,0+2,9 169,5+11,4 23,5+ 2,17
07/19 5,0 296,3+19,1 190,9+55,1 17,7 + 4,58
Média 3,0 240,1 £ 54,3 180,2 + 34,2 20,6 £ 4,12

DP=desvio padrao.

Figura 10. Rendimento na obtencdo de vesiculas extracelulares em relagdo a densidade da
cultura de origem

1010 m Numero inicial de células

o O Concentragao final de VEs
109 i
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Fonte: As autoras.
Notas: Concentragdo média de vesiculas extracelulares determinada por NTA e o respectivo nimero
de células de origem. Dados referentes a média de duas réplicas biologicas + desvio padrao.

Curiosamente, foi observado uma tendéncia de baixo rendimento na obtencéo

de VEs para T. cruzi em compara¢cdo com o numero inicial de parasitos (figura 10;

1 A moda é o valor que apareceu com maior frequéncia no conjunto de dados.



50

tabela 1). Isso pode estar relacionado a uma caracteristica da cepa utilizada, visto que
Ribeiro e colaboradores (2018) purificaram VEs das cepas Y e YuYu de T. cruzi, por
um protocolo de fracionamento (cromatografia SEC), e obtiveram concentracdes
diferentes: 2,7 x 10 — 8,9 x 108 particulas/ml para a cepa Y e 1,0 x 10" — 9,7 x 10°
particulas/ml para a cepa YuYu. Esses dados foram amparados por microscopia
eletronica, que mostraram uma maior secre¢gdo de VEs por YuYu. De forma
semelhante, um trabalho anterior também mostrou menor rendimento de VEs para a
cepa Y de T. cruzi (NOGUEIRA et al., 2015).

Para VEs de T. rangeli, Aggio (2017) obteve concentracdes médias entre 1,5
x 108 — 3,5 x 10° particulas/ml, a partir de um niimero de réplicas técnicas e biolégicas
superiores aos deste trabalho. Apesar da grande variacdo entre os lotes de extracao
(tabela 1), os valores obtidos ficaram proximos aos descritos para T. rangeli.

Em todos os organismos (tabela 1), a secre¢do de VEs foi induzida pela
retirada do SFB e portanto, em condi¢c&o de estresse nutricional. Contudo, a liberagéao
de VEs também pode ocorrer espontaneamente, nesses casos faz-se necessario a
rigorosa deplecdo de VEs do SFB antes da suplementacdo do meio de cultura
(RAMIREZ et al., 2018). No presente trabalho, as lavagens iniciais das culturas
retiraram 0s potenciais contaminantes do soro.

Posto que os estudos de VEs requerem o seu isolamento de algum fluido
bioldgico, diversos protocolos e reagentes disponiveis comercialmente foram
desenvolvidos para purificacdo dessas estruturas. A ultracentrifugacéo (100.000 x g)
é um dos métodos mais utilizados (THERY et al., 2006; ROSSI et al., 2019), uma
alternativa a ela € o uso de kits comerciais de purificacdo, estes capazes de
sedimentar as VEs durante uma centrifugacao de baixa velocidade. Outras estratégias
de purificagdo de VEs s&o a centrifugacao por gradiente de densidade, cromatografia
(SEC), afinidade com anticorpos ou beads magnéticas especificos, e ultrafiltracéo
(RAMIREZ et al., 2018).

De modo geral, a sedimentacdo de uma VE depende do seu tamanho,
densidade e formato, assim como da viscosidade da solugdo em que se encontra,
tornando dificil aimplementacéo de um protocolo eficiente. Aggio (2017), por exemplo,
purificou VEs de T. rangeli por duas técnicas: ultracentrifugacdo e kit comercial, e
obteve resultados semelhantes. Dessa forma, o presente estudo optou por seguir 0
protocolo de purificacdo pelo kit Total Exossomo Isolation (Invitrogen, EUA) em

conjunto de uma filtracéo prévia, estratégia padronizada pela autora.
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Para a certificacdo de que o material biolégico isolado seja caracterizado
como VEs, conforme as recomendacdes da ISEV (THERY et al., 2018), foi empregado
o método de caracterizacdo de tamanho das particulas por NTA, amplamente
empregado na literatura para essa finalidade.

As VEs obtidas dos trés organismos permaneceram dentro da faixa de
tamanho de 50 e 300 nm (figura 11), sendo que alguns picos maiores podem
corresponder a leitura de agregados de VEs. Considerando o desvio padréo, a média
dos tamanhos (diametros) foi semelhante entre as VEs de formas epimastigotas de T.
cruzi e T. rangeli e de células Vero: 241,4 + 40,5 nm, 181,8 + 14,3 nm e 240,1 + 54,3
nm respectivamente, em que as VEs de T. rangeli apresentaram os menores valores
de média e moda (figura 11B).

Figura 11. Caracterizagdo das vesiculas extracelulares de epimastigotas de T. rangeli e T. cruzi
e de células Vero purificadas por kit comercial

A T. cruzi B
1x1007

T. rangeli
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Moda: 216.7 + 34,8 nm Média: 181,8 £ 14,3 nm
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Fonte: As autoras.

Notas: Distribuicdo e concentracdo das popula¢gBes de VEs por NTA (A-C). Média e moda de duas
réplicas bioldgicas (e cinco replicas técnicas) = desvio padréo.

Os tamanhos obtidos sdo compativeis com o descrito para VES de varios tipos
celulares e parasitos (GYORGY et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2015; AGGIO, 2017;
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WOWK et al., 2017), e mostraram populacdes de VEs heterogéneas adquiridas a
partir das condigOes experimentais adotadas.

Visto essa heterogeneidade, e posto que Bayer-Santos e colaboradores
(2013) demonstraram para T. cruzi, cepa Dm28c, através de microscopia eletronica e
ultracentrifugacéo diferencial, a presenca de duas populacdes diferentes de VEs
(exossomos<100 nm e microvesiculas=100-200 nm ou maiores). Dado que nenhum
tipo de fracionamento foi adotado (figura 11), optou-se pela manutencédo do termo

“vesiculas extracelulares” para designacdo das amostras neste trabalho.

5.2.1 Determinacdo Da Extracdo E Dosagem De Proteinas Para VEs

A patrtir do isolamento das VEs, foram testadas diferentes estratégias para a
extragdo de proteinas totais, utilizando processos apenas fisicos como ciclos de
congelamento-descongelamento em nitrogénio liquido e sonicacdo, ou processos
guimicos com diferentes tampdes de lise.

Dentre os processos testados, a melhor condicdo encontrada foi ressupender
as VEs diretamente no diluente contendo detergente (PBS Lonza, NP40 1%) para a
lise das membranas bioldgicas, evitando assim a diluicdo excesiva das amotras.

Dessa forma foi possivel dosar os extratos proteicos de VEs com maior
precisao (tabela 2) e visualiza-los em gel de poliacrilamida (figura 12), situacdes que
tiveram limitacBes maiores em outras condi¢cdes experimentais, como as de processos
fisicos citadas, que requereriam altos volumes de amostra para a aplicagdo de 5-10
Hg de proteinas no sistema de eletroforese (pente com limite de 40 pl/pogo).

Tabela 2. Quantificacdo de proteinas totais de VEs a partir de dois métodos, Bradford e Qubit

Bradford Qubit Volume total

AMOSIAS  (uglul) (uglul) aproximado (ul)
VE T.cruzi 0,50 0,90 400

VE T. rangeli 0,85 0,96 250

VE Vero 0,80 0,94 450

ET T.cruzi 2,40 - 2.000

ET T.rangeli 5,50 - 2.000

ET Vero 5,70 - 1.000

VE=vesicula extracelular
ET=extrato total
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Foi possivel perceber discordancias entre as dosagens com Bradford e Qubit
(tabela 2), nas quais foram adotados os valores obtidos pelo Qubit, devido a
visualizacao de alteracdes colorimétricas causadas pelo tampéo (PBS, NP40 1%) ao
realizar a técnica de Bradford. Uma vez que o rendimento proteico dos ETs foi muito
superior, ndo houve alteracdo colorimétrica a partir do volume de amostra utilizado na
dosagem dessas amostras.

De forma geral, as VEs dos trés organismos apresentaram rendimento
proteico semelhantes (900-960 ng/ul). Contudo, considerando o limite de acuracia do
equipamento Qubit Fluorometer, optou-se por também expor a propor¢cdo do nimero
de células que secretaram o volume de VEs utilizado nos experimentos.

Como forma de controle, os géis da eletroforese (SDS-PAGE 10%) foram
corados para avaliacdo dos extratos proteicos antes de dar seguimento para o0s
ensaios de Western blot. O perfil eletroforético obtido para as VEs (figura 12)
apresentou semelhancas com os extratos totais (ETs) das respectivas células de
origem. Além disso, VEs de T. cruzi e T. rangeli mostraram o compartilhamento de
bandas de peso molecular préximo de 50 kDa (setas figura 12A-B) e perfis divergentes

aos de VEs provenientes de células Vero (figura 12C).

Figura 12. Perfil eletroforético das proteinas totais de vesiculas extracelulares em comparacgéo
com os extratos dos organismos de origem

A B
ET

KDa ”’"1

kDa

250

100
100

75

75

50
50

37
37

25 25

Fonte: As autoras.

Notas: A) T cruzi Y. B) T. rangeli Choachi. C) Vero E6. Foram aplicados 60 pg/poco para ET e 10
pg/poco para VE, ou o equivalente a VEs de aproximadamente 2 x 107 epimastigotas de T. cruzi, 1 x
107de T. rangeli e 3 x 10° de células Vero. Géis corados com Coomassie e Prata respectivamente (VE:
vesicula extracelular, ET: extrato total).
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A alta representatividade de proteinas de peso molecular entre 70-75 kDa no
perfil de T. rangeli, para ambos ET e VE, é compativel com o demonstrado em outros
trabalhos com este parasito (WAGNER et al.,, 2013). Em contrapartida, a baixa
representatividade de proteinas totais no perfil de VE para T. cruzi pode ter ocorrido
devido a menor secrecao de VEs da cepa utilizada (NOGUEIRA et al., 2015; RIBEIRO

et al., 2018), somado as limitacdes de dosagem proteica.

53 IMUNORREATIVIDADE DE VESICULAS EXTRACELULARES DE
TRYPANOSOMA CRUZI E TRYPANOSOMA RANGELI

ApoOs a obtencéo dos extratos de VEs mediante a lise de suas membranas, as
amostras seguiram para a avaliagdo do perfil imunoeletroforético por meio de Western
blotting (WB). Ao serem testadas frente aos soros murinos, néo foi possivel definir um
perfil de imunorreatividade nas amostras de VEs de T. rangeli e T. cruzi (figura 13a-
b), ao contrario dos ETs, que frente aos soros proprios, resultaram em uma reagao

especifica (figura 13c-d).

Figura 13. Imunorreagdo representativa dos extratos proteicos de vesiculas extracelulares
lisadas e epimastigotas de T. rangeli e T. cruzi frente aos soros murinos
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Fonte: As autoras.

Notas: a) VE de T. rangeli, b) VE de T. cruzi, ¢) ET de T. rangeli, d) ET de T. cruzi. Foram aplicados 10
pg/poco para ET e VE, ou o equivalente a VEs de aproximadamente 1 x 107 epimastigotas de T. rangeli
e 2 x 107 de T. cruzi. Identificagdo dos soros na parte inferior.
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Devido ao limite de volume/concentracdo de amostra possivel de ser
submetida ao SDS-PAGE, além das relativas perdas de proteinas durante a
eletrotransferéncia para a membrana de PVDF, na qual s6 foi possivel detectar
proteinas pela coloracdo com azul de Coomassie (sensibilidade>50 ng/banda),
corante que pode acabar gerando artefatos na técnica de WB (PRYOR et al., 1992;
GOLDMAN et al., 2017), uma nova estratégia foi adotada.

As VEs foram submetidas ao ensaio de ELISA para confirmacdo da
imunogenicidade das amostras, em razdo dessa técnica ser mais sensivel e exigir
menor volume/concentracao para as reagdes imunes. Contudo, os resultados obtidos
no WB se mantiveram no ELISA (figura 14), em que somente os ETs de epimastigotas

apresentaram reacdes positivas frente aos soros murinos.

Figura 14. Auséncia de imunorreatividade dos extratos proteicos obtidos de vesiculas
extracelulares de T. cruzi e T. rangeli previamente lisadas
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Fonte: As autoras.

Notas: Resultados expressos como média e desvio padrao de duplicatas com o valor do branco (0,065)
subtraido. Sensibilizacdo com 500 ng/poco para ET e VE, ou o equivalente a VEs de aproximadamente
1 x 107 epimastigotas de T. cruzi, 5 x 105 de T. rangeli e 1 x 10% de células Vero. Cut-off=0,10
(determinado a partir do ET de Vero) e ****p<0,0001 one-way ANOVA (soro + ou T.c +: anti-T. cruzi,
soro T.r +: anti-T. rangeli, soro -: negativo).

Posto que estudos anteriores do nosso grupo detectaram a imunogenicidade
e reatividade cruzada de VEs integras de T. cruzi e T. rangeli, por meio de ELISA,
frente & todos os soros murinos e humanos a disposicéo (figura 7) (VEDAM et al.,

2017; VEDAM, 2017), suspeitou-se que a auséncia de imurreatividade nos ensaios de
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WB e ELISA poderia estar ocorrendo devido a lise das VEs durante a extragédo
proteica e/ou as condi¢des desnaturantes do SDS-PAGE.

Desse modo, os experimentos foram repetidos comparando os extratos de
VEs lisadas (VEs L) com amostras de VEs integras (VEs 1), as ultimas foram
ressuspendidas apenas no diluente PBS sem sofrer nenhum processo de lise das
suas membranas, conforme as condi¢des experimentais de Vedam et al. (2017).

A partir dessa comparacéo (figura 15) foi possivel perceber uma relacao entre
a integridade da estrutura das VES e a sua imunorreatividade, uma vez que 0S Soros
testados foram reativos apenas as amostras de VEs integras de T. cruzi e de T.
rangeli, e de forma especifica, visto que VEs integras de células Vero resultaram em

reacao negativa.

Figura 15. Comparacédo da imunogenicidade de vesiculas extracelulares lisadas e integras de T.
cruzi e T. rangeli frente aos soros humanos com a forma cardiaca da doenca de Chagas
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Fonte: As autoras.

Notas: Resultados expressos como média e desvio padrao de duplicatas com o valor de branco (0,067)
subtraido. Sensibilizacdo com 500 ng/poco para ET e VE, ou o equivalente a VEs de aproximadamente
1 x 107 epimastigotas de T. cruzi, 5 x 106 de T. rangeli e 1 x 108 de células Vero. Cut off=0,11
(determinado a partir do ET de Vero) e ****p<0,0001 one-way ANOVA (soro +: forma cardiaca, soro -:
negativo).

Na literatura, o perfil imunogénico de VEs em soro de pacientes chagasicos
ja foi demonstrado por meio de WB em condi¢cdes desnaturantes, mas somente para
VESs totais da interacéo do T. cruzi com células de mamiferos (BAUTISTA-LOPEZ et
al., 2017; RAMIREZ et al., 2017). No caso de VEs provenientes de cultivo axénico do
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parasito, apenas a presenca de proteinas alvos, como glicoproteinas (GP82,
GP35/50, GP85), FCaBP, TS, cruzipaina e a-glactose, foram visualizadas por WB
mediante o uso de anticorpos especificos (BAYER-SANTOS et al., 2013; RIBEIRO et
al., 2018, TORRECILHAS et al., 2009), e ndo com soro policlonal como no nosso
estudo.

Assim, tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a
imunogenicidade e reatividade sorologica cruzada observadas nas VEs de T. cruzi e
T. rangeli ocorrem provavelmente a partir de antigenos de membrana, além de serem
dependentes da conformacdo nativa de proteinas, uma vez que lisadas e/ou em
condi¢bes desnaturantes (SDS-PAGE) ndo houve a imunorreacdo no WB nem no
ELISA.

54  ANALISE COMPARATIVA DO PROTEOMA DE  VESICULAS
EXTRACELULARES SECRETADAS POR TRIPANOSOMAS

A investigacdo do proteoma das VEs, afim de identificar as proteinas
antigénicas presentes em VEs de formas epimastigotas de T. rangeli e de formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi, tanto proteinas em comum aos parasitos
como exclusivas a alguma das formas, resultou na deteccdo de 424 proteinas
distintas.

No total, foram identificadas 101 proteinas nas VESs isoladas de epimastigotas
de T. rangeli, 322 nas de epimastigotas de T. cruzi e 44 nas VESs de tripomastigotas
de T. cruzi. As semelhancas entre cada proteoma estéo representadas na figura 16.

O baixo numero de proteinas identificadas para as VEs de tripomastigotas de
T. cruzi chamou a atencado, a forma utilizada foi de tripomastigotas derivados de
células de cultura (TCTs). Isso pode ter ocorrido devido a caracteristica biologica
desse estagio ser ndo-replicativo e apresentar niveis de expressao génicos diferentes
aos de epimastigotas (GODOY et al., 2012; MARTINS et al., 2015). Todavia, nado
podemos descartar a possibilidade que esse nimero seja reflexo de alguma limitagéo
técnica.

Bayer-Santos e colaboradores (2013) detectaram 345 proteinas secretadas
por epimastigotas de T. cruzi Dm28c e 265 por tripomastigotas metaciclicos da mesma
cepa, um estagio evolutivo molecularmente diferente dos TCTs (KESSLER et al.,

2017), sendo que 243 dessas proteinas foram comuns a ambas as formas. Ja Ribeiro
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e colaboradores (2018) identificaram 197 proteinas em VEs de tripomastotas (TCTs)
da cepa Y e 140 em VEs da cepa YuYu, a partir do seu isolamento por cromatografia

(SEC), diferentemente do nosso trabalho que utilizou a ultracentrifugacao.

Figura 16. Diagrama de Venn mostrando proteinas comuns e Unicas identificadas nas VEs
secretadas por epimastigotas de T. rangeli e por epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi

Tripo T. cruzi
(44)
Epi T. cruzi

(322)

14
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(101)

87 286

Fonte: As autoras.

Notas: Referente as proteinas identificadas com pelo menos 2 peptideos Unicos em pelo menos uma
réplica, e ao menos 1 peptideo Unico numa segunda réplica. Epi= epimastigota, Tripo= tripomastigota
(TCT). Diagrama criado com a ferramenta BioVenn (HULSEN et al., 2018).

A despeito do numero de proteinas detectadas, os dados mostraram
semelhancas entre os componentes proteicos de VEs de epimastigotas e de
tripomastigotas infectivos de T. cruzi (figura 16). Além de 14 proteinas em comum ao
proteoma de VEs provenientes de T. rangeli.

De acordo com a analise de ontologia genética, o conteudo proteico das
amostras de VEs (figura 17A) revelou um enriquecimento de proteinas com funcdes
enzimaticas nas VEs de todos os organismos, mesmo que em diferentes proporgdes.
VEs de epimastigotas de T. rangeli e T. cruzi apresentaram similaridades de
enriguecimento para todas as ontologias, enquanto as provenientes de
tripomastigotas tiveram o enriquecimento mais diferenciado (figura 17).

Para a ontologia de componente celular, houve enriguecimento somente em
VEs de tripomastigotas de T. cruzi e relacionado ao termo complexo proteico (fold-
enrichment>100). J& em relacdo as anotacdes de via metabdlica, o enriquecimento foi
principalmente no metabolismo energético para todas as amostras, como nas vias da

glicdlise/gliconeogénese e sintese de ATP.
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Figura 17. Enriquecimento diferencial de proteinas em vesiculas extrcelulares de tripanosomas
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Fonte: As autoras.

Notas: Nimero percentual de termos associados a funcao molecular (A) e processo biologico (B), com
base no fold enrichment. Os valores de 100% representam fold-enrichment>100. Epi= epimastigota,
Tripo= tripomastigota.

O proteoma identificado das VEs secretadas por epimastigotas de T. rangeli
(listado no apéndice A) exibiu diversos componentes frequentes em VES, que ja foram
descritos para o secretoma de ambas as formas de T. cruzi (BAYER-SANTOS et al.,
2013). Dentre eles estao proteinas de choque térmico (ex.: HSP 70), chaperonas,
proteinas associadas com filamentos (ex.: tubulina) e com trafego (ex.: Rab1A), além
de moléculas do metabolismo e da sintese proteica (WOWK et al., 2017; THERY et
al., 2009; SILVERMAN; REINER, 2011).

As proteinas presentes em VEs de T. rangeli relacionadas com a interacao
parasito-hospedeiro (tabela 3) foram identificadas unicamente nesse organismo, nao

situando entre as proteinas em comum com VEs de T. cruzi (figura 16). Muitas delas,
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exceto a calreticulina, sdo proteinas associadas a membrana plasmatica via ancora
de (glicosilfosfatidilinositol-GPI ou de miristoil, no caso da FCaBP, e foram
caracterizadas por Wagner et al. (2013) como proteinas da superficie de
epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli. Genes homoélogos para essas proteinas
em T. cruzi ja foram identificados no genoma de T. rangeli, alguns inclusive com
suporte de dados de transcriptoma (FERREIRA et al., 2010; GRISARD et al., 2010).

Tabela 3. Proteinas com func¢édo na interacdo parasito-hospedeiro identificadas nas vesiculas
extracelulares de T. rangeli e homélogas as proteinas de T. cruzi

Descricéo da Peptideos  Coberturada Peso molecular

Acesso (IDs) Peptideos

proteina Unicos sequéncia (kDa)?
(%)
Calreticulina TRSC58 05116 9 7 24,1 45,366
Protease de
superficie GP63" TRSC58 07141 6 6 15,2 66,415
Protease de
superficie GP63" TRSC58 04178 2 2 12,0 20,991
Proteina de
ligagdo ao calcio TRSC58 06706 7 5 39,0 23,296
flagelar (FCaBP)®
Trans-sialidase® TRSC58_ 06522 3 3 5,7 64,459

Fonte: As autoras.
Notas: 2 Peso molecular teérico, P Proteina com ancora de GPI, ¢ Proteina ancorada em miristoil.

A GP63 compreende uma grande familia de metaloproteases, com diferentes
isoformas descritas em T. cruzi e Leishmania spp. (CUEVAS et al., 2003), ja tendo
sido reportada nas VEs desses parasitos (BAYER-SANTOS et al., 2013; MARSHALL
et al., 2018). De forma semelhante, a FCaBP também ja foi descrita nas VEs de T.
cruzi por Bayer-Santos e colaboradores (2013) e foi identificada neste trabalho em
VESs provenientes de epimastigotas de T. cruzi através do identificador C4B63_35g99,
tratam-se de proteinas homologas com funcdo na montagem e funcionalidade do

flagelo que apresentam alta similaridade (PORCEL et al., 1996). Ademais, essas duas
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proteinas em questdo ja foram propostas como marcadores especificos para o
diagnéstico diferencial de T. rangeli (WAGNER et al., 2013).

Calreticulina e trans-sialidase (TS) também foram identificadas em VEs
provenientes de T. cruzi por meio de identificadores (IDs) diferentes aos de T. rangeli,
presencas em concordancia com estudos anteriores (BAYER-SANTOS et al., 2013).
Apesar de serem homoélogas, a TS de T. rangeli ndo possui atividade trans-sialidase
(transferéncia de acido sialico), um fator chave na adeséo celular de T. cruzi, e
mantém apenas a atividade de sialidase (AMAYA et al., 2003). De modo que as
evidéncias sugerem que essa enzima seja necessaria para o estabelecimento da
infeccdo do T. rangeli no inseto vetor, e que a falta de atividade catalitica de TS
poderia estar relacionada com a baixa viruléncia desse parasito nos hospedeiros
vertebrados (STOCO et al., 2014).

Mesmo nao situando dentre as proteinas encontradas em comum no
proteoma das VEs estudadas, essas proteinas de superficie de membrana presentes
nas VEs de epimastigotas de T. rangeli (tabela 3) sdo homoélogas a diferentes fatores
de viruléncia de T. cruzi, e poderiam ser responsaveis pelo padrdao de
imunorreatividade das VEs relatado neste trabalho (item 5.3), bem como pela
reatividade soroldgica cruzada entre as VEs dos parasitos (VEDAM et al., 2017).

Visto que a antigenicidade dessas moléculas — GP63, FCaBP e TS — ja foram
demonstradas por immunoblotting na literatura (SALDANA et al., 2002; BAYER-
SANTOS et al., 2013; WAGNER et al., 2013), os dados obtidos sobre o proteoma das
VEs de T. rangeli corroboram com o potencial imuno protetor dessas VESs e/ou a sua

aplicacdo como biomarcador.

5.5 ANTIGENICIDADE IN SILICO DAS PROTEINAS DE VESICULAS
EXTRACELULARES IDENTIFICADAS

A fim de complementar os dados adquiridos pela analise de protebmica, e
superar as limitagées encontradas na técnica de WB, foi adotada uma estratégia de
avaliacdo da antigenicidade das amostras por meio de ferramentas de
imunoinformatica. Considerando as 14 proteinas encontradas em comum nas VEs de
formas epimastigotas de T. rangeli e VEs de formas epimastigotas e/ou
tripomastigotas de T. cruzi (tabela 4), que sdo do interesse do nosso estudo, foi

possivel perceber a presenca de varios dos componente caracteristico de VEs: como
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proteinas de citoesqueleto, choque térmico, formacdo de MVB (ubiquitina
relacionada), metabolismo de proteinas (glutamato desidrogenase) e relacionadas a
transcricdo e sintese proteica (BAYER-SANTOS et al., 2013; SILVERMAN; REINER,
2011).

Tabela 4. Descricdo das 14 proteinas identificadas em comum no proteoma de vesiculas
extracelulares de T. rangeli e T. cruzi

. . Peptideos Peso molecular
Descricdo da proteina Acesso (IDs) anicos (kDa)?
R C T
Alpha tubulina C4B63_51g126 5 6 5 49,799
Beta tubulina C4B63_51g127 8 7 49,700
Fator de iniciacao TRSC58_04008 6 - 45,636
eucariotico 4A
Fator de ribosilacdo do
ADP tipo 3 (Arf-3) TRSC58_ 06196 - 2 20,256
Glutamato desidrogenase  C4B63_57g131 18 5¢ 48,817
HSP 70 kDa, precursor 1563 185203 7 - 71,043
mitocondrial
Kinetoplastid membrane
protein 11 (KMP-11)? C4B63_2g165c 2 - 10,883
Peroxirredoxina C4B63_ 149919 4 - 25,522
Pirofosfatase debproton CAB63_44g146 9 g 85 422
vacuolar 1
Poliubiquitina (fragmento) C4B63_292927 4 4 17,445
Porina da membrana -~ p65 344599 8 2 29,643
externa mitocondrial
Proteina 14-3-3 tipo 1 C4B63_39g344 5 4 29,979
RABALA rel'?ags'onada COM  caB63_459134 5 3 22,431
Seril-tRNA sintetase C4B63 70963 2 - 53,392

Fonte: As autoras.

Notas: A presenca da proteina na amostra esta representada pelo nimero de peptideos Gnicos>1,
sendo R=VEs de epimastigotas de T. rangeli, C=VEs de epimastigotas de T. cruzi e T=VEs de
tripomastigotas de T. cruzi. 2 Peso molecular tedrico, ° Proteinas com epitopos identificados no IEDB, ©
Proteinas que ndo passaram no critério de presenga na amostra, mas possuem um ndmero significativo
de peptideos Gnicos em apenas uma das réplicas.

Uma vez que algumas dessas moléculas ja foram apontadas como proteinas
que potencialmente poderiam gerar epitopos de MHC | contra tripomastigotas de T.
cruzi (SANTOS JUNIOR et al., 2018), reforgcando o carater imunogénico das VEs de
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T. rangeli, foi realizada uma busca por epitopos nos proteomas das VEs através do
IEDB para investigar essa suspeita. A partir dessa busca foram encontradas duas
proteinas no proteoma das VEs de epimastigotas de T. rangeli, e situadas entre as 14
em comum, com a presenca de epitopos identificados (tabela 5).

Outras proteinas descritas na tabela 4 também tiveram epitopos identificados,
como a Beta tubulina, HSP70 mitocondrial e a glutamato desidrogenase. Porém, com
o nivel de confianca baixo, no qual alguns, mas ndo todos os epitopos foram
encontrados em uma determinada proteina, e a proteina nado foi identificada pelo
BLAST.

Tabela 5. Proteinas em comum no proteoma de vesiculas extracelulares de T. rangeli e T. cruzi
com epitopos indentificados

I . a . Localizacéo .
Acesso (IDs) Descricdo da proteina Sequéncia do epitopo na proteina Confianca
Kinetoplastid membrane 41158 24
C4B63_29165¢  iotein 11 (KMP-11) MATTLEEFSAKLDRLD e el
Kinetoplastid membrane 9997 .-
CAB63_29165C ) iotein 11 (KMP-11) DRLDAEFAKKMEEQNK 1328 Média
Kinetoplastid membrane 13888 .
CAB63_29165C ) rotein 11 (KMP-11) EQNKKFFADKPDESTL 22 Gl HizelE
Kinetoplastid membrane 8175 o
C4B63_29165C ) htein 11 (KMP-11) DESTLSPEMKEHYEK 36_50 Média
Kinetoplastid membrane 30719 21
C4B63_29165C  iotein 11 (KMP-11)  KFEKMIQEHTDKENKKM RRee el
Kinetoplastid membrane 17181 -
C4B63_29165C  iotein 11 (KMP-11)  FNKKMHEHSEHFKAKFAE 0279 Média
CAR63 4dglas) | leiosiataseide proton 16977 FLYAEYRYM 137 145 Média
vacuolar 1
CaB63_aaglae ©rofosfatase de proton 16070 FGTLIFFLL 152_160 Média
vacuolar 1
CalEEe dbgrlary  TTOIOSIEIEES G0 prelen 18109 FTYMMYPLL 374_382 Média
vacuolar 1
CaB63 44g1ag - rofosfatase de proton 5111 ATQAALQQM 682690 Média
vacuolar 1
CAR63 4dglas)  leiosiaiEseide proton 69478 VLFGRYTLA 106_714 Média

vacuolar 1

Fonte: As autoras.

Notas: Os epitopos foram identificados pela base de dados Immune Epitope Database and Analysis
Resource (IEDB) para o organismo Trypanosoma cruzi Dm28c 2018.

O proteoma das VEs de epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi tiveram

outras 22 proteinas com epitopos identificados pelo IEDB, com nivel de confianca

médio. Destas, vale ressaltar as proteinas que foram comuns as VEs de ambas as
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formas, como a trans-sialidase do grupo Il (C4B63_249g328), heat shok protein 70
(C4B63_69317) e heat shok protein 85 (C4B63_84g89).

O KMP-11 (tabela 5) € um antigeno com 92 aminoacidos presente em uma
ampla variedade de tripanosomatideos, sendo um alvo da resposta imune humoral do
hospedeiro contra infec¢cdes por Leishmania spp. e T. cruzi, no qual induz uma
resposta imunoprotetora (DIEZ et al., 2006). Dessa forma, o KMP-11 é considerado
como um potencial candidato a vacina para ambos os parasitos (MENDONCA et al.,
2015; RIOS et al., 2019).

O antigeno KMP-11 de T. rangeli compartiiha 97% de identidade de
aminoacidos com seu homologo de T. cruzi (DIEZ et al., 2005), e esta distribuido pelo
citoplasma, membrana, flagelo e bolsa flagelar, provavelmente associado ao
citoesqueleto desse protozoério (DIEZ et al., 2008). Como esse antigeno é um alvo
da resposta imune em mamiferos, o alto nimero de genes da familia KMP-11 presente
em T. rangeli pode ter contribuido para a baixa patogenicidade desse organismo
(STOCO et al., 2014). Assim, a presenca desse antigeno nas VEs de epimastigotas
de T. rangeli, descoberta neste estudo, pode ser explorada para a indugdo de uma
resposta imuno protetora contra o T. cruzi.

J& a pirofosfatase de proton vacuolar (tabela 5) esta mais relacionada com a
manutencao das funcdes celulares dos parasitos, importante para a resisténcia do T.
cruzi as condi¢des de estresse osmatico no hospedeiro (GALIZZI et al., 2013). Além
disso, ja foi relatado atividade de exoenzima para uma pirofofatase (H*-PPase) de T.
rangeli (FONSECA-DE-SOUZA et al., 2014).

Em conjunto, os dados obtidos pela andlise in silico do proteoma das VEs
demonstraram concordancia com a semelhanca antigénica observada
experimentalmente entre as VEs de epimastigotas de T. cruzi e T. rangeli, sugerindo
a realizacao de estudos adicionais para investigar o potencial vacinal das VEs de T.

rangeli para a doenca de Chagas.
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6 CONCLUSOES

- O extrato total de proteinas de VEs de epimastigotas de T. cruzi e T. rangeli

apresentaram bandas em comum de peso molecular proximo de 50 kDa;

- A imunorreatividade das VEs de T. cruzi e T. rangeli foi dependente da integridade

dessas estruturas, nas condicdes deste estudo.

- Foram identificadas 101 proteinas em VEs de epimastigotas de T. rangeli, 322 em

VEs de epimastigotas de T. cruzi e 44 em VESs de tripomastigotas de T. cruzi;

- O proteoma das VEs de T. rangeli apresentou 14 proteinas em comum e 5 proteinas

homologas ao proteoma das VEs de T. cruzi;

- KMP-11 e pirofosfatase de préton vacuolar 1, presentes nas VEs de ambos T. cruzi
e T. rangeli, tiveram epitopos indentificados in silico.
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Tabela 6. Lista das proteinas identificadas em vesiculas extracelulares secretadas por formas
epimastigotas de Trypanosoma rangeli

(continua)

IDS

Descricdo da proteina

TRSC58_05116
TRSC58_06901
C4B63_399344
TRSC58_01051
TRSC58_05897
TRSC58_07060
TRSC58_01009
TRSC58_04395
TRSC58_03782
TRSC58_06196
TRSC58_05738
TRSC58_03588
C4B63 519126
TRSC58_02928
TRSC58_00214
TRSC58_05843
TRSC58_04043
TRSC58_01540
C4B63 519127
TRSC58_04313
TRSC58_06606
TRSC58_04835
C4B63_69g74
TRSC58_06262
TRSC58_06888
TRSC58_06590
TRSC58_06766
TRSC58_06854
TRSC58_07150
TRSC58_03729
TRSC58_04008
TRSC58_03581
TRSC58_05627
TRSC58_06706
TRSC58_00236
TRSC58_00392
TRSC58_03733
C4B63_ 579131
TRSC58_06364
TRSC58_06452
TRSC58_07237
TRSC58_03342
TRSC58_03941

Calreticulin
Hexokinase
14-3-3 protein 1

2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase

2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase
40S ribosomal protein S3a
40S ribosomal protein S4
60S ribosomal protein L35
ABC transporter
ADP-ribosylation factor 3
alcohol dehydrogenase
alpha tubulin
alpha tubulin
Aminopeptidase
arginine kinase
aspartate aminotransferase
aspartate aminotransferase, mitochondrial
ATP synthase, epsilon chain
beta tubulin
branched-chain amino acid aminotransferase
carboxypeptidase Taq
chaperonin GroEL
cytochrome c oxidase subunit V
cytoskeleton-associated protein CAP5.5
cytosolic malate dehydrogenase
D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase-protein
elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha)
elongation factor 2
Enolase
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
eukaryotic initiation factor 42
fatty acyl CoA synthetase
fatty acyl CoA synthetase 2
flagellar calcium-binding protein
fructose-bisphosphate aldolase, glycosomal
glucokinase 1
glucose-regulated protein 78
glutamate dehydrogenase
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, cytosolic
glycerol dehydrogenase
glycosomal malate dehydrogenase
heat shock 70 kDa protein, mitochondrial precursor
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Tabela 6. Lista das proteinas identificadas em vesiculas extracelulares secretadas por formas
epimastigotas de Trypanosoma rangeli

(continuacao)

IDS

Descricdo da proteina

C4B63_189293
TRSC58_06812
TRSC58_07144
TRSC58_03283
TRSC58_06436
TRSC58_05950
TRSC58_02923
TRSC58_06770
TRSC58_00814
TRSC58_06682
TRSC58_03809
TRSC58_06569
TRSC58_06913
TRSC58_00699
TRSC58_05886
TRSC58_02343
TRSC58_06516
TRSC58_02868
TRSC58_00147
TRSC58_04620
TRSC58_07191
TRSC58_06034
TRSC58_02382
C4B63_2g165¢c
TRSC58_05935
TRSC58_02250
C4B63_349299
TRSC58_00727

C4B63_15918
TRSC58_01180
TRSC58_00386

TRSC58_057302
TRSC58_02201
C4B63_149g19
TRSC58_05925
TRSC58_02767
C4B63_ 292927
TRSC58_06376
TRSC58_04120
TRSC58_03675
TRSC58_06266
TRSC58_00615
C4B63_459134

heat shock 70 kDa protein, mitochondrial precursor
heat shock 70kDa protein 1/8
heat shock 70kDa protein 1/8
heat shock 70kDa protein 4
hypothetical protei
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
Kinesin
kinesin-like protein
kinetoplastid membrane protein 11
lipophosphoglycan biosynthetic protein
L-threonine 3-dehydrogenase
Mitochondrial outer membrane protein porin
molecular chaperone HtpG
NADH-dependent fumarate reductase
nucleoside diphosphate kinase
nucleoside transporter
oxoisovalerate dehydrogenase alpha subunit
peptidase M20/M25/M40
Peroxidoxin
phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)
phosphoglycerate kinase
polyubiquitin(fragment)
protein disulfide isomerase
P-type H+-ATPase
pyridoxal kinase
pyruvate phosphate dikinase
quinone oxidoreductase
ras-related protein RAB1A
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Tabela 6. Lista das proteinas identificadas em vesiculas extracelulares secretadas por formas
epimastigotas de Trypanosoma rangeli

(concluséo)

IDS

Descricdo da proteina

TRSC58_04758
C4B63_70963
TRSC58_04856
TRSC58_01479
TRSC58_04178
TRSC58_07141
TRSC58_00510
TRSC58_03503
TRSC58_06522
TRSC58_03469
TRSC58_01995
TRSC58_04735
TRSC58_02563
TRSC58_06538
C4B63_449146

S-adenosylhomocysteine hydrolase
seryl-tRNA synthetase
succinate dehydrogenase flavoprotein

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

surface protease GP63
surface protease GP63
thiol-dependent reductase 1
threonyl-tRNA synthetase
trans-sialidase
triosephosphate isomerase
trypanothione synthetase
Tryparedoxin
tryparedoxin peroxidase
tyrosine aminotransferase
Vacuolar proton pyrophosphatase 1




