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RESUMO

CALOMENO, Nathalia Anderson. Estudos preliminares na identificacao de biomarcadores
no soro de camundongos infectados experimentalmente por Trypanosoma evansi. 2018.
106 p. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade do Estado de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Agroveterinérias, Mestrado em Ciéncia Animal, Lages, 2018.

O Trypanosoma evansi ¢ o agente causador do "mal das cadeiras" ou “surra”, uma
tripanossomose responsavel por perdas na equinocultura e consequentemente no manejo
pecudrio no Brasil. O diagnostico diferencial das tripanossomoses é essencial para a tomada de
medidas preventivas e curativas da doenca. Recentemente, o uso de biomarcadores, como as
proteinas do sangue, tem se tornado uma ferramenta poderosa para a detecgdo de um estado ou
condicdo bioldgica, através da analise de tecidos ou fluidos biologicos. No entanto, a
caracterizagdo de proteinas como novos biomarcadores é um desafio uma vez que as proteinas
plasmaticas mais abundantes representam 95% da proteina total na amostra, mascarando as
proteinas de interesse com menor densidade e assim dificultando a andlise. O uso de métodos
de deplecdo de proteinas é atualmente uma alternativa que permite a remoc¢do de proteinas
plasméticas de alta e média abundancia, proporcionando 0 acesso as proteinas de baixa
abundancia para estudos de protedmica. A presente pesquisa teve como objetivo identificar
biomarcadores proteicos na circulacdo sanguinea da infecgdo aguda pelo T. evansi em
camundongos. A metodologia foi focada na utilizacdo de um kit comercial de deplecdo baseado
em troca ibnica. As proteinas de baixa abundancia recuperadas foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida com a subsequente identificacdo dos peptideos por
espectrometria de massa. A partir de um Unico animal infectado foram identificadas sete
proteinas de T. evansi. Com analises de bioinformatica, foi possivel predizer que todas estao
localizadas no citoplasma e/ou nucleo celular do tripanossomatideo. Quatro delas (alfa e beta
tubulina, piruvato quinase e HSP83) ja foram identificadas como proteinas secretadas por
microvesiculas em tripanossomatideos. Algumas ja foram citadas na literatura por se mostrarem
imunogénicas e nossos dados sugerem que todas podem ser possiveis biomarcadores da
infeccdo deste parasita. Porém, ainda se faz necessario a repeticdo do experimento com um
numero maior de animais e réplicas triplicatas bioldgicas e experimentais para posteriormente
validacdo dos biomarcadores e desenvolvimento de um teste de diagndstico sensivel e
especifico da infeccdo por T. evansi.

Palavras-chave: Protedmica. Espectrometria de Massa. Deplecéo.






ABSTRACT

CALOMENO, Nathalia Anderson. Preliminary studies on the identification of biomarkers
in the serum of mice experimentally infected by Trypanosoma evansi. 2018. 106 p.
Dissertation (Master) — State University of Santa Catarina, Agroveterinary Science Center,
Master in Animal Science, Lages, 2018.

Trypanosoma evansi is the agent of "surra"”, a trypanosomosis responsible for losses in the
echinoculture and consequently in cattle management in Brazil. The differential diagnosis of
trypanosomes is essential for preventive and curative measures of the disease. Recently, the use
of biomarkers, such as blood proteins, has become a powerful tool for the detection of a
biological condition or state, through the analysis of biological tissues or fluids. However, the
characterization of proteins as new biomarkers is a challenge since the most abundant plasma
proteins represent 95% of the total protein in the sample, masking the proteins of interest with
lower density and thus making the analysis difficult. The use of protein depletion methods is
currently an alternative that allows the removal of high and medium abundance plasma proteins,
providing access to proteins of low abundance for proteomics studies. The present work aimed
to identify protein biomarkers in the bloodstream of acute T. evansi infection in mice. The
methodology was focused on the use of a commercial depletion kit based on ion exchange. The
low abundance proteins recovered were analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis with
subsequent identification of the peptides by mass spectrometry. Seven T. evansi proteins were
identified from a single infected animal. With bioinformatics analyzes, it has been possible to
predict that all are located in the cytoplasm and/or T. evansicell nucleus. Four of them (alpha
and beta tubulin, pyruvate kinase and HSP83) have already been identified as proteins secreted
by microvesicles in trypanosomatids. Some have already been cited in the literature for being
immunogenic and our data suggest that all may be possible biomarkers of the infection of this
parasit. However, it is still necessary to repeat the experiment with more animals and biological
and experimental triplicates to later validate the biomarkers and develop a sensitive and specific
diagnostic test for T. evansi infection.

Keywords: Proteomics. Mass Spectrometry. Depletion.
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1 INTRODUCAO

A “surra”, também conhecida como “mal das cadeiras” ¢ uma infec¢do causada pelo
parasita eucariotico unicelular Trypanosoma evansi (VICKERMAN, 1976). No Brasil, o T.
evansi afeta principalmente equinos e a prevaléncia da infeccéo varia de regido para regido (DE
SA RODRIGUES et al., 2015) sendo que a doenca é enzoGtica em equinos do Pantanal Mato-
Grossense (SILVA et al., 1995).

O T. evansi é transmitido principalmente pela picada de insetos hematdfagos infectados
e a multiplicacdo do parasita ocorre no local da picada que em seguida atinge a corrente
sanguinea podendo alcancar diversos 6rgdos, inclusive o sistema nervoso central. A parasitemia
induz uma resposta imune do hospedeiro, porém, o T. evansi possui a capacidade de alterar as
suas proteinas antigénicas de superficie, levando a uma variacao da parasitemia no hospedeiro
acompanhada pela febre recorrente (CONNOR; VAN DEN BOSSCHE, 2004).

Tanto na fase aguda como na fase cronica a doenca em equinos possui sinais clinicos
inespecificos como febre, anemia, ataxia, decubito, podendo chegar a morte (BRUN et al.,
1998; RODRIGUES et al., 2014). Dessa maneira, essa inespecificidade necessita de métodos
laboratoriais para auxilio no diagnostico (parasitologicos, sorologicos e moleculares)
(DESQUESNES et al., 2013b).

Ainda inexiste uma vacina contra a doenca. A principal forma de controle é o uso de
drogas tripanocidas, porém dois grandes problemas das drogas disponiveis sdo a
quimioresisténcia e a toxicidade (DESQUENES et al., 2013a).

Devido as limitacdes das ferramentas atuais, ha a necessidade que novas ferramentas de
diagndstico e tratamentos sejam desenvolvidas e disponibilizadas (OIE, 2012). Um novo teste
deve ter alta especificidade e sensibilidade, ser em um dispositivo simples sem a necessidade
de equipamentos laboratoriais sofisticados, de baixo custo e que possa ser realizado a campo
(UILENBERG, 1998).

Biomarcadores sdo moléculas que estdo presentes nos diversos liquidos biologicos
(sangue total, soro, plasma, urina, liquido cefalorraquidiano, etc.), onde sua abundéncia pode
ser mensurada e avaliada, sendo que, a alteracdo dos seus niveis pode ser indicadora de
processos fisioldgicos normais, processos patoldgicos ou de respostas farmacoldgicas (HULKA
et al., 1990). Essas moléculas podem ser lipideos, enzimas, proteinas, horménios, entre outros,
sendo especificas ou ndo (FACCIO et al., 2013; NWOHA; ANENE, 2017; TIBERTI,
SANCHEZ, 2018).



As pesquisas atuais mostram que 0s ensaios de detec¢do de antigenos possuem um
grande potencial para o diagnostico do T. evansi. Os estudos com esta abordagem foram
realizados com diferentes estratégias e a maioria foram baseadosem proteinas da morfologia
celular dos proprios parasitas, masapesar dos resultados promissores, ainda sdo necessarios
mais esforcos para identificacdo de um antigeno ideal (YADAV, 2013; YADAYV, 2017).

Suspeita-se que o T. evansi libere proteinas préprias para a corrente sanguinea, e a
identificacdo dessas proteinas circulantes seja a abordagem mais promissora para a descoberta
de candidatos a biomarcadores para o diagndstico e monitoramento da tripanossomose
(HOLZMULLER et al., 2008).

Teoricamente, esta abordagem pode ser mais indicativa de infeccdes ativas e 0s
antigenos proteicos podem persistir em niveis detectaveis (apesar da parasitemia flutuante), e
podem se tornar rapidamente indetectaveis ap6s a eliminacdo do parasita, seja por imunidade
natural ou apds tratamento com drogas (NANTULYA et al., 1989).

No entanto, esta estratégia torna-se tecnicamente dificil pelo fato dos provaveis
potenciais biomarcadores serem possivelmente de uma abundancia relativamente baixa em
comparagdo com as proteinas abundantes do soro/plasma normal (TAN et al., 2013).

Para testar essa hipdtese, foi elaborado um estudo para identificar proteinas parasitarias
no soro de camundongos experimentalmente infectados com T. evansi. Para isso, as amostras
foram tratadas com um kit comercial baseado em troca idnica para deplecéo das proteinas mais
abundantes (incluindo albumina, transferrina, haptoglobina e alfa-antitripsina), desta forma,
esperou-se reduzir a complexidade da amostra permitindo uma investigacdo adequada de
proteinas menos abundantes, incluindo as de tripanossomas. Esta abordagem foi seguida pela
espectrometria de massa para identificacdo das proteinas.

A identificacdo de proteinas de T. evansi no soro durante a infecgdo obtidas nesse
trabalho podem fornecer novas hipdteses tanto sobre possiveis antigenos biomarcadores quanto

sobre as interacdes do parasita com o hospedeiro e a biologia do tripanossoma.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trypanosoma evansi

O Trypanosoma (Trypanozoon) evansi (Steeel, 1885) Balbiani, 1888, agente etioldgico
da doenga “mal das cadeiras” ou “surra”, ¢ um protozoario que faz parte do grupo de parasitas
flagelados, pertencente a familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida (VICKERMAN,
1976).

A ordem Kinetoplastida compreende organismos flagelados e que tem como
caracteristica principal a presenca de uma organela citoplasmatica conhecida como
“cinetoplasto”, que € estruturalmente e funcionalmente semelhante a mitoc6ndria, é rica em
moléculas de DNA circular (kDNA - kinetoplast DNA, DNA do cinetoplasto) e fica localizada
na base do flagelo (VICKERMAN, 1976). Além disto, apresentam duas outras caracteristicas:
uma organela citoplasmatica diferenciada denominada “glicossomo”, a qual compartimentaliza
as enzimas envolvidas na via glicolitica e no metabolismo de carboidratos (MICHELS et al.,
2000), e 0 mecanismo de “trans-splicing” (SILVA et al., 2002).

A familia Trypanosomatidae tem como caracteristicas proprias a presenca de um flagelo
que emerge de uma bolsa flagelar localizada proximo ao cinetoplasto e a presenca de uma
camada subpericular de microtubulos (SOUZA, 2002).

2.2 CICLO DE VIDA E BIOLOGIA

Em vérias espécies do género Trypanosoma possuem o ciclo vital ciclico envolvendo
dois hospedeiros, sendo que o animal mamifero vertebrado é o hospedeiro final enquanto que
0s hospedeiros intermediarios sdo representados por diversos invertebrados hemat6fagos
(SILVA et al., 2002). Neste tipo de ciclo, ha a multiplicacdo e transformacao morfoldgica do
parasita nos hospedeiros intermediarios e ap0s isso ha a transmissédo para o hospedeiro final,
como, por exemplo, no caso do Trypanosoma cruzi, onde a diferenciacdo de epimastigota para
a forma infectante tripomastigota metaciclico ocorre em um triatomineo (FIDALGO et al.,
2018; COURA, 2015; MORRISSETTE; GOULDING, 2017)

A transmissdo do T. evansi, assim como algumas outras espécies de tripanossomas, se
da por outras formas que nédo a transmisséo ciclica. A forma mecanica é a mais comum para T.
evansi. O parasita pode ser inoculado diretamente de um mamifero para outro através do repasto

sanguineo de insetos picadores (comumente moscas da familia Tabanidae e Stomoxydae), ndo



ocorrendo desenvolvimento ciclico nos vetores (DESQUENES et al., 2009; DESQUESNES et
al., 2013; BALDACCHINO et al., 2014).

Morcegos hematdfagos como, por exemplo, o Desmodus rotundus, também podem
transmitir a doenca e atuam tanto como vetores como reservatorios (HOARE, 1972; SANTOS,
2017). Em adicdo a transmissdao mecanica, as pesquisas apontam que T. evansi pode ser
transmitido através do leite, via transplacentaria, por via oral (ingestdo de sangue infectado),
entre outros (BAZOLLI et al., 2002; OIE, 2012; CAMPIGOTTO et al., 2015; CAMPIGOTTO
etal., 2017; MANDAL et al., 2017).

2.3 PATOGENESE E ASPECTOS CLINICOS

O T. evansi pode ser altamente patogénico ou ndo, isso varia de acordo com a espécie
do hospedeiro, a cepa de Trypanosoma, as condi¢des e a susceptibilidade do animal (outras
infeccdes ou estresse, por exemplo) (HOARE, 1972).

Diferentemente das outras espécies, o T. evansi € monomorfico, ou seja, sempre esta na
forma tripomastigota, isso se d& devido a perda total ou parcial do cinetoplasto durante a
evolucdo, o que impede a sobrevivéncia por longos periodos no vetor (BORST et al., 1987).

Apdbs a picada do inseto hematdfago, os tripanossomas sdo inoculados pela via
intradérmica do seu hospedeiro e, na pele, multiplicam-se assexuadamente por fissao binaria,
invadem a corrente sanguinea e o sistema linfatico, causando picos febris e induzindo uma
resposta inflamatoria. Esta febre recorrente se da pela variacdo da parasitemia no hospedeiro
que ocorre devido as variacdes antigénicas na superficie do parasita (CONNOR; VAN DEN
BOSSCHE, 2004).

O T. evansi possui uma camada de glicoproteinas (glicoproteinas variaveis de superficie,
VSGs) que recobre cerca de 95% da superficie do protozoéario, essa camada € antigénica
provocando a formacdo de anticorpos. Centenas de genes que codificam diferentes VSGs estdo
presentes no genoma desses tripanossomatideos. A expressao dessas glicoproteinas é variavel,
ou seja, elas se alteram sucessivamente gerando novos padrdes de antigeno de superficie e entdo
“enganam” a resposta imune humoral do hospedeiro (CARRINGTON et al., 1991; LUCAS,
1992; PAYS et al., 2004). Quando os tripanossomos possuem uma nova variante antigénica na
sua superficie multiplicam-se e produzem uma segunda onda de parasitemia. Este processo de
variagdo antigénica, geralmente observada na fase crénica da doenca, esta associada a ondas e
remissdes de parasitemia, frequentemente em intervalos semanais, podendo prolongar-se por

meses, em geral com resultado fatal (LUCAS, 1992).
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O T. evansi tem afinidade pelos tecidos e as alteracGes inflamatorias, degenerativas e
necroticas, sdo resultantes da invasdo dos microrganismos nos espagos extravasculares
(LOSOS; IKEDE, 1972). Dessa maneira, os sinais clinicos dependem da distribuicdo dos
parasitas nos tecidos e da gravidade das lesbes induzidas nos diferentes 6rgdos e tecidos. Estes
flagelados podem invadir o sistema nervoso central (SNC) levando a uma lesdo progressiva
(GIBSON, 1998). Sinais clinicos neurologicos parecem ocorrer com a presenca dos
tripanossomas no liquido cefalorraquidiano (LCR) (RADOSTITS et al., 2002; LUCKINS et al.,
2004).

Os tripanossomas podem induzir lesGes na barreira hematoencefalica (BHE), que irdo
provocar edema e pequenas hemorragias. O edema vasogénico geralmente ocorre nos estagios
finais da infecgdo (PHILIP et al., 1994).

A anemia é a principal alteracdo hematoldgica encontrada em animais infectados com
T. evansi, além da diminuicdo do hematocrito, ha a diminuicdo de hemoglobina e no niumero
de eritrocitos totais (CONNOR; VAN DEN BOSSCHE, 2004). A origem da anemia ainda nao
é completamente elucidada e um dos principais mecanismos que tem sido proposto é a hemdlise
extravascular mediada por anticorpos (GAUNT, 2000; CONNOR; VAN DEN BOSSCHE,
2004; AQUINO, 2007). Alem disso, os tripanossomas liberam substancias como hemolisinas,
neuraminidase (sialidase), entre outras enzimas que produzem lesdes na membrana dos
eritrécitos tornando-o0s mais propensos a hemdlise e também a fagocitose pelo sistema reticulo
endotelial (CONNOR; VAN DEN BOSSCHE, 2004; SHEHU et al., 2006). A producéo de
radicais livres e a peroxidacdo lipidica também esta envolvida em danos a membrana
eritrocitaria (WOLKMER et al., 2009, ANSCHAU et al., 2013).

A infeccdo por T. evansi pode apresentar-se de forma aguda ou cronica e dentre 0s
animais afetados, camelos, cavalos, bufalos e caes apresentam a forma mais grave da doenca
(TAYLOR; AUTHIE, 2004). Em equinos, a fase aguda é frequentemente fatal em poucas
semanas e é caracterizada pelo surgimento de febre intermitente, edema subcutaneo, anemia
progressiva, cegueira, letargia e alteracbes hemostaticas (BRUN et al., 1998). As infeccdes
cronicas podem durar anos e é mais frequente em areas endémicas da doenca (TAYLOR;
AUTHIE, 2004). Na fase cronica, ocorre o agravamento dos sinais clinicos, seguido de outras
complicagbes como caquexia, edema de membros e de porg¢des baixas do corpo, incoordenacao
e instabilidade dos membros pélvicos, paralisia de posterior e atrofia das massas musculares
(BRANDAO et al., 2002, SILVA et al., 2003, RODRIGUES et al., 2014). No estagio final da

doenca que se manifestam os sinais neurologicos, que ocorrem principalmente em equinos,



bovinos, veados e bufalos infectados naturalmente (TUNTASUVAN et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2014).

2.4 IMPORTANCIA ECONOMICA

A “surra” ¢ uma doenca economicamente importante para diversas espécies de animais,
pois conduz a um baixo nivel de producéo, carcaca de ma qualidade, imunossupresséao, reduz o
crescimento, o desempenho reprodutivo (aborto, baixa taxa de parto, esterilidade temporéria) e
a producdo de leite e de carne (DESQUESNES, 2013a; SILVA et al., 2016). Além disso, o T.
evansi € letal aos bovinos, equinos, camelos, caprinos, ovinos, suinos, entre outras especies,
com altas taxas de mortalidade, tendo entdo gastos com diagnostico, controle, tratamento,
pesquisas cientificas, etc. (DESQUENES, 2013b). Indiretamente, ha consequéncias na
alimentacdo humana, na agricultura pela perda dos animais de tracdo e, de uma forma geral, na
economia pelo déficit na producdo (SWALLOW, 1999; MAUDLIN et al., 2004).

As perdas financeiras devido a infeccdo por T. evansi tem sido alvo de estudos, porém,
é dificil estimar o valor exato dos gastos, pois a maioria dos estudos de analises de custos e
beneficios é baseada em simulagdes hipotéticas e ndo consideram todas as perdas relacionadas
a infeccdo. Entretanto utilizando somente dois indices, mortalidade e intervencao terapéutica,
Seidl e colaboradores (1998) estimaram que 0 monitoramento e o tratamento em uma area
endémica no Pantanal brasileiro com uma droga 100% eficaz ja se tornariam rentaveis, com um
beneficio liquido total superior a US$ 2 milhdes por ano. Em uma regido nas Filipinas, onde a
surra também é endémica, um modelo de estudo mais completo estimou o custo-beneficio com
dados de uma pesquisa de campo de 4 anos, baseados nas perdas devidas a mortalidade, baixa
reproducao, diagnostico, custos de tratamento e custos de reposicao de animais. Se o tratamento
fosse realizado, o beneficio liquido total estimado seria US$ 158.000 por ano (DOBSON et al.,
2009).

Apesar do impacto negativo na produtividade animal, as reais perdas financeiras devido
a doenca séo subestimadas devido a dados insuficientes, erros de diagnostico, afastamento das
areas afetadas e relutdncia dos agricultores em relatar a mortalidade.

Programas governamentais de controle da doenca para reduzir a incidéncia e evitar
maiores perdas e a propagacdo tém sido desenvolvidos em outros paises, estes, incluem
quimioterapia com aceturato de diminazeno, capacitacdo de técnicos e laboratorios regionais

para melhor diagnostico da doenca, tratamento de suporte e educacdo dos agricultores sobre o
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impacto, biologia e sinais clinicos da doenca, para terem a capacidade de monitorar seus
animais (DESQUESNES, 2013a).

Sabendo que o tratamento imediato de animais com “surra” com um tripanocida eficaz
mostrou beneficios econdmicos (DOBSON et al., 2009), a amostragem aleatéria de animais
utilizando testes diagnoésticos adequados (soroldgicos, parasitoldgicos ou moleculares) devem
ser realizadas regularmente em locais endémicos para avaliar a eficacia de programas de

controle e detectar possiveis portadores, inclusive assintomaticos.

2.5 EPIDEMIOLOGIA

Acredita-se que a transmissdo por insetos hematdfagos (vetores mecénicos) néao
especificos presentes em todo o mundo é a grande responsavel pela ampla distribuicdo
geografica do parasito, ocorrendo na Africa, Malésia, Indonésia, india, China, Russia, Filipinas,
América Central e América do Sul (SILVA et al., 2002), embora as areas de clima tropical,
especialmente Africa e América Latina sdo as de maior ocorréncia da doenca clinica (LUN;
DESSER, 1995).

Nas distintas regies do mundo, os surtos epidémicos envolvem diferentes animais
como hospedeiros. No Brasil, 0s equinos sdo os mais afetados, seguidos pelos bovinos, sendo
que a prevaléncia da infecgdo pode variar de uma regido para outra (DE SA RODRIGUES et
al., 2015). A infeccdo por T. evansi em animais de producéo ocorre de forma endémica em
regibes de clima quente (SILVA et al.,, 2002). No Pantanal Mato-Grossense a doenca é
enzoGtica em equinos, onde a populacéo esta proxima de 49.000 animais (SILVA et al., 1995).
J& na regido Sul do Brasil, foram diagnosticados alguns surtos e casos isolados em equinos
(CONRADO et al., 2005, MORAES et al., 2007, ZANETTE et al., 2008), caes
(FRANCISCATO et al., 2007) e em um bovino no municipio de Videira, SC (SILVA et al.,
2007).

Desquesnes e colaboradores (2013) relatam que o T. evansi s6 poderia ser erradicado de
areas onde foi rapidamente detectado e controlado. Uma vez que o parasita se estabelece em
nivel enzodtico, é dificil sua erradicacdo, devido a alta disseminacdo geogréfica. Além da
capacidade de ser transmitido por diversos insetos hematdfagos, provavelmente, isto também
ocorre devido a existéncia de um amplo reservatorio (silvestre e doméstico) e a capacidade de
se difundir silenciosamente através de portadores assintométicos. Animais infectados podem
ocasionalmente serem autorizados a entrar em areas ndo infectadas, tanto dentro de um pais

como entre paises, pois, uma vez que a deteccdo da infeccdo € por vezes impossivel, a



circulacéo do parasita é quase livre, especialmente com portadores saudaveis, como bovinos e

equinos, carregando o parasita com sinais brandos ou subclinicos (GUTIERREZ et al., 2010).

2.6 METODOS DE CONTROLE

Doencas transmitidas por vetores podem ser controladas através do controle do
patdgeno, controle dos vetores, ou ainda, métodos que previnam a infec¢do. No caso do T.
evansi, ainda inexiste uma vacina contra a doenca, o0 que torna a principal forma de controle o
uso de tripanocidas (DESQUESNES et al., 2013).

As drogas tripanocidas tém como objetivo eliminar os parasitas dos animais doentes, no
entanto, o tratamento pode falhar no caso de invasdo extravascular ou quimioresisténcia
(DESQUESNES et al., 2013).

Atualmente, a quimioterapia mais amplamente utilizada em animais com
tripanossomose por T. evansi € 0 aceturato de diminazeno. Entretanto, outras drogas podem ser
usadas, como o cloreto de isometamidio, o dicloridrato de melarsomina - cymelarsan (até agora,
apenas recomendado para tratamento curativo de camelos), suramina e quinapiramina
(TUNTASUVAN, 2003; DIA; DESQUESNES, 2004; KAISER et al., 2011). Cada um desses
farmacos apresenta um ou mais problemas: alto custo, ser altamente toxico, ter acdes
mutagénicas/carcinogénicas, sua necessidade de administracdo parenteral, o surgimento da
quimioresisténcia e também o periodo de caréncia para o consumo de carne e leite
(PEREGRINE; MAMMAN, 1993; MDACHI et al., 1995, MASER et al, 2003;
MULANDANE et al., 2018; TEKLE et al., 2018).

Além do controle do parasita, o controle de vetores pode ser um método complementar.
Pode utilizar-se de armadilhas, inseticidas, telas e mosquiteiros, técnicas de esterilizacdo de
insetos, entre outros. Apesar das diversas opcdes, o controle de vetores mecanicos nédo € facil,
devido a diversidade de espécies em uma determinada area, sua alta mobilidade e sua habilidade
de reproducéo, além disso, o controle ecoldgico de um vetor pode ajudar o desenvolvimento de
outra espécie de vetor (VREYSEN et al., 2014; CRAWFORD et al., 2015; PERCOMA et al.,
2018).

Sabendo-se também que portadores assintomaticos podem ser responsaveis pela
introducdo do parasita de &reas infectadas em é&reas ndo infectadas, medidas podem ser
aplicadas para evitar esse tipo de introducdo e também auxiliar no controle. A detecgéo de
portadores e a destinacdo dos animais ap6s diagndstico previne a proliferacdo da doenga
(GUTIERREZ et al., 2010).



29

2.7 DIAGNOSTICO

Os sinais clinicos séo apenas indicativos de surra, ndo sendo patognomaonicos. Para o
diagnostico definitivo métodos laboratoriais sdo necessarios, utilizando ferramentas
parasitologicas ou moleculares para demonstrar a presenca da infeccdo ou utilizando
ferramentas sorologicas para comprovar o contato imunoldgico (DESQUESNES et al., 2013).
As técnicas parasitoldgicas disponiveis possuem baixa sensibilidade e especificidade. Métodos
sorologicos e moleculares foram desenvolvidos como métodos alternativos, no entanto, apesar
dos testes sorologicos serem suficientemente sensiveis e especificos, ndo conseguem distinguir
entre infeccBes atuais e passadas devido aos titulos de anticorpos persistentes. Saber se ha
presenca ou auséncia de infeccdo € importante para fornecer terapia, controlando o uso indevido
de tripanocidas, adequar as exigéncias do comércio de animais e também para entender a
epidemiologia da doenca (SINGH; SHYMA; GUPTA, 2014). Além disso, é comum o
aparecimento de reacGes cruzadas, sabe-se que mesmo anticorpos para o T. evansi podem ter
reacdo cruzada com o antigeno de outros tripanossomatideos (CAMARGO; UZCANGA;
BUBIS, 2004; DESQUENES; BOSSENO; BRENIERE, 2007; VELASQUEZ, 2014
UZCANGA, 2016).

O desenvolvimento de ensaios para a detec¢do de antigenos circulantes em animais
infectados contorna esse problema, j& que a positividade do antigeno indica infeccdo existente.
As tecnicas de diagnostico molecular, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
deteccdo de DNA (acido desoxirribonucleico) parasitario, tém sido usadas com mais eficiéncia,
pois indicam um sinal seguro de uma infecgdo ativa. Estas técnicas eliminam as possibilidades
de reacdo cruzada e oferecem alta especificidade e sensibilidade para deteccdo de
tripanossomose em animais (SINGH; SHYMA; GUPTA, 2014). No entanto, a facilidade e
logistica de realizacdo do teste (realizacdo a campo), necessidade de equipamentos especiais, a
facilidade de interpretacdo, a facilidade de uso, a rapidez dos resultados e o custo sdo
parametros importantes (JACOBSON, 1998; MABEY et al., 2004; THRUSFIELD, 2007).

Os metodos parasitoldgicos, imunologicos e moleculares utilizados para o diagnéstico

sdo descritos a sequir:



2.7.1 Testes parasitologicos

A técnica mais facil para a deteccdo de tripanossomos em um animal infectado (estagio
agudo e/ou inicial da doenca) € por exame microscopico direto dos fluidos corporais, por
exemplo, sangue e liquido cefalorraquidiano (MATOVU et al., 2012).

Os testes parasitoldgicos sao, em principio, 100% especificos para Trypanosoma spp. e,
portanto, podem ser usados para o diagndstico de confirmacdo. Porém, o T. evansi pode induzir
infeccOes leves e subclinicas, com baixa parasitemia, no qual é dificil detectar os parasitas no
exame microscopico (o limite de deteccio é geralmente em torno de 10° tripanossomos por ml
de sangue) (PARIS et al. 1982; BUSCHER, 2014). A pelicula tmida de sangue fresco e os
esfregacos finos e grossos corados sdo técnicas diretas de analise do sangue.

O esfregaco permite a identificacdo das espécies de tripanossomas com base nas
caracteristicas morfologicas (SINGH, 1985). A preparacdo e 0 exame microscopico das laminas
coradas consomem tempo (10 a 20 minutos por lamina) e requer certo nivel de conhecimento
para reconhecer o parasita (CHAPPUIS et al., 2005). A técnica parasitologica mais adequada
para analise de um grande numero de amostras é o exame de pelicula Umida, que detecta 0s
tripanossomas mdéveis no sangue fresco por microscopia de luz.

Para aumentar a sensibilidade do diagndéstico (deteccdo de menos de 100 tripanossomas
por ml) varias técnicas estdo disponiveis para concentracéo do parasita na amostra (BUSCHER
et al., 2009; BIELER et al., 2012), tais como a centrifugacdo do micro hematdcrito (MHCT -
“haematocrit centrifugation method” ou teste de Woo) (WOO, 1970), a técnica de micro
cromatografia de troca idnica (MAECT) (SRIVASTAVA et al., 1998) e a técnica da camada
leucocitéria (BCM - “buffy coat method” ou técnica de Murray) (MURRAY et al., 1977).

A infecg@o experimental em ratos ou camundongos do T. evansi, pode ser usada para
revelar infec¢bes subclinicas (SINGLA et al.,, 2002) e através da utilizacdo da camada
leucocitaria para a inoculacdo é capaz de ser detectado apenas 1,25 T. evansi por ml de sangue
(REID et al., 2001). Devido a crescente preocupacao em eliminar o uso de animais para testes
bioldgicos, a inoculacdo de animais deve ser limitada tanto quanto possivel e usada apenas se
plenamente justificada. Além disso, o diagnostico ndo é imediato e o custo de manutencdo dos
animais torna o método caro e trabalhoso para o diagnéstico de rotina, especialmente no campo.

Apesar da melhoria nas técnicas parasitologicas, uma alta propor¢éo de infecgdes nunca
é detectada (LUCKINS, 1992), e, sdo de dificil aplicacdo a campo uma vez que necessitam de
suporte de equipamento laboratorial. Essas desvantagens exigiram o desenvolvimento de

métodos alternativos de diagnostico.
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2.7.2 Testes moleculares

Outros métodos foram desenvolvidos para detectar parasitas ou produtos derivados do
parasita, superando as limitacbes do diagndstico parasitolégico e soroldgico.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a amplificacdo isotérmica de DNA mediada
por loop (LAMP) sdo baseados no uso de uma enzima polimerase, que amplifica sequéncias de
bases de DNA, até que material suficiente seja produzido para ser detectado (UILENBERG,
1998).

Na maioria das técnicas de amplificacdo de DNA, os produtos amplificados sdo
visualizados pela coloracdo do DNA em géis de agarose, como no PCR, gque ndo sao facilmente
realizados em situagdes de campo. Os resultados por LAMP podem ser observados visualmente
através de mudanca da turbidez ou cor (MORI et al., 2001; NJIRU et al., 2010).

O PCR é extremamente sensivel, pois mesmo quantidades minimas de DNA do parasita
podem ser amplificadas em uma quantidade detectavel se o numero de ciclos for
suficientemente alto. PCR pode detectar tdo baixo quanto 0,15 tripanossomas/ml (SENGUPTA
et al., 2010). Assim, a aplicacdo da PCR é mais favorecida em comparacdo aos métodos
parasitologicos para a identificacdo de fases aguda ou crénica da tripanossomose em animais
domésticos e silvestres. Também pode ser altamente especifico, dependendo dos primers
disponiveis para a reagdo. Alguns primers amplificam um fragmento de DNA especifico para
uma subespécie, tipo ou mesmo estirpe. Alguns resultados falsos negativos podem serem
obtidos se a especificidade dos iniciadores for muito alta. E necesséaria uma separacéo espacial
rigorosa das varias etapas do procedimento de PCR, e varios controles devem ser usados, caso
contrario, existe um risco consideravel de se obter falsos resultados positivos pela contaminacao
de amostras com outro DNA ndo relevante. Estas e vérias outras possiveis causas de resultados
falso-positivos e falso-negativos impedem a utilizacdo de PCR como rotina ho campo, ou
mesmo em laboratorios que ndo foram adequadamente montados e equipados para este fim.
Além disso, o teste é relativamente caro (UILENBERG, 1998).

A técnica LAMP utiliza primers para amplificar o DNA do parasita (algumas copias de
DNA amplificam para 10° em menos de uma hora) de maneira similar & PCR, mas sob
condices isotérmicas. O teste € simples e facil de realizar, pois requer apenas quatro primers
especificos, polimerase e um bloco de calor de laboratério ou um banho maria para a reacdo
(NOTOMI et al., 2000).



O LAMP tem sido usado para desenvolver ensaios para tripanossomiase animal
(THEKISOE et al., 2005; THEKISOE et al., 2007), inclusive para a cepa tipo B de T. evansi
(NJIRU et al., 2010).

As melhorias na detec¢do do produto e no fornecimento de calor ajudaram na
viabilidade do LAMP como uma ferramenta de diagnostico viavel no ponto de atendimento.
Além disso, o limite de deteccdo foi melhorado de 1.000 parasitas/mL para 1 parasita/mL
(GRAB, 2011). Resta determinar se este nivel de sensibilidade é adequado para detectar

infeccOes por tripanossomas entre ondas parasitémicas.

2.7.3 Testes sorologicos

O objetivo dos testes soroldgicos é detectar anticorpos especificos (imunoglobulinas),
desenvolvidos pelo hospedeiro contra a infeccdo ou, inversamente, demonstrar a ocorréncia de
antigenos parasitarios circulantes no sangue pelo uso de anticorpos especificos caracterizados
(ROITT, 1969). O sorodiagnostico baseado na detec¢do de anticorpos especificos de T. evansi
é recomendado pela Organizacao Internacional de Epizootias (OIE) (OIE, 2012).

A deteccdo de anticorpos indica que houve infeccdo, mas apos o tratamento (ou cura)
0S anticorpos permanecem por semanas, as vezes meses ou anos, o que dificulta saber se o
resultado positivo trata-se de uma nova infecgdo ou s@o anticorpos residuais de uma infecgédo
passada e ja curada. Além disso, 0s anticorpos contra alguns antigenos especificos podem se
tornar detectaveis somente apos algumas semanas de infeccdo (YADAV et al., 2014). Por outro
lado, antigenos circulantes sdo eliminados mais rapidamente apds o aparecimento dos
tripanossomos, e sua presenca, portanto, mostra quase sempre que 0s tripanossomos Vivos estao
presentes no animal (NANTULYA et al., 1989).

A alta sensibilidade de um teste sorodiagndstico para “surra” € de interesse em situagdes
onde € importante detectar todos os animais infectados, particularmente ao mover animais
suscetiveis de um pais endémico para um ndo endémico ou quando as medidas de controle da
doenca incluem a identificagéo e tratamento dos hospedeiros do reservatorio (HADUSH, 2016).

Muitos métodos tém sido usados para detectar anticorpos especificos para antigenos de
T. evansi, como testes de aglutinacdo, ensaio imunoenzimatico (ELISA), imunofluorescéncia
indireta (IFAT), imunocromatografia, teste de tripanolise (TL), etc. (HADUSH, 2016).

Uma caracteristica comum € que a especificidade de um teste de deteccdo de anticorpos
é altamente dependente da pureza e especificidade do antigeno. Como a maioria das

preparacOes antigénicas usadas consistem de lisados brutos de uma determinada cepa de
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tripanossoma, € comum que na maioria dos casos ocorram reacdes cruzadas com anticorpos
devido a infecgdes por outras especies de tripanossomas e até mesmo com outros parasitas
(DESQUESNES et al., 2007; BUSCHER, 2014; NGUYEN et al., 2014; VELASQUEZ, 2014).
Além disso, a maioria dos testes de detec¢do de anticorpos descritos na literatura usa antigenos
preparados a partir de cepas de tripanossomos das quais a composi¢do antigénica ndo é
necessariamente relevante para infec¢@es por outras cepas da mesma espécie de tripanossoma.

Existem maneiras de contornar as rea¢des cruzadas em testes de detec¢éo de anticorpos.
Uma maneira € desenvolver um teste baseado em um anticorpo que reage especificamente com
um epitopo particular em um antigeno complexo (BOSSARD et al., 2010). Outra maneira é
usar antigenos nativos, recombinantes ou sintéticos altamente purificados. O fato de fazer a
substituicdo da proteina nativa por proteinas recombinantes produzidas por um sistema de
expressdo mais simples e padronizado fornece antigenos puros e estaveis que podem resultar
em maior especificidade (BIRHANU, 2015).

Os testes de detec¢do de anticorpos mais bem-sucedidos para “surra” sdo baseados em
algumas glicoproteinas variantes de superficie (VSGs) especificas de T. evansi. Estudos sobre
a variacdo antigénica em parasitas Trypanozoon revelaram que quase todos os individuos
infectados carregam anticorpos contra alguns tipos de antigenos variantes (VATS)
predominantes. O VAT é composto por epitopos das VSGs que estdo expostos na superficie de
um tripanossomo Vvivo e que sdo reconhecidos por anticorpos muito especificos (HADUSH,
2016). Alguns VATSs, como o RoTat 1.2, sdo expressos precocemente durante a infeccéo pela
maioria das cepas de T. evansi, e, portanto, sdo denominados predominantes (VAN
MEIRVENNE et al., 1995; BUSCHER, 2014).

O RoTat 1.2 foi clonado a partir de uma cepa T. evansi, isolada em 1982 de um bdfalo
na Indonésia (SONGA; HAMERS, 1988) e € expresso pela maioria das cepas de T. evansi
coletadas em todo o mundo, exceto por T. evansi tipo B e algumas cepas de T. evansi tipo A
gue ndo expressam o gene RoTat 1.2 VSG. Varios testes de detec¢do de anticorpos foram
desenvolvidos com base no RoTat 1.2 nativo, incluindo o teste de aglutinacdo em cartdo para
tripanossomose (CATT/T. evansi), ensaio imunoenzimatico (ELISA/T. evansi) e teste de
tripandlise (TL) (SONGA; HAMERS, 1988; VERLOO et al., 2001; CLAES et al., 2004). Para
evitar o uso de roedores de laboratorio para a producdo de RoTat 1.2 nativo, 0 dominio N-
terminal de VSG RoTat 1.2 foi expresso como proteina recombinante em células de inseto de
Spodoptera frugiperda e em células de levedura Pichia pastoris e usado como antigeno como
potencial diagndstico (LEJON et al., 2005; ROGE et al., 2014).



O teste de tripandlise faz uso de uma populacdo clonada viva de T. evansi, todos
expressando o VAT RoTat 1.2. Quando incubados com uma amostra que contém anticorpos
especificos para RoTat 1.2 e com soro de cobaia como fonte de complemento, os tripanossomas
sdo destruidos por lise do complemento mediada por anticorpos (VAN MEIRVENNE et al.,
1995). Uma amostra de soro ou plasma é considerada positiva para a presenca de anticorpos
anti-RoTat 1.2 quando pelo menos 50% dos tripanossomas sao lisados apds 90 minutos de
incubacéo, indicando infeccédo atual ou passada com T. evansi (HADUSH, 2016).

O teste de tripandlise com T. evansi RoTat 1.2 pode ser considerado como o teste de
referéncia por ser 100% especifico, uma vez que o0s Unicos epitopos na superficie dos
tripanossomas vivos que estdo disponiveis para reacdo com o0s anticorpos do hospedeiro sao 0s
epitopos especificos do VAT (VERLOO et al., 2000). A principal deficiéncia do TL é que ele
ndo detectara infecgdes por T. evansi tipo B, ja que este tipo ndo expressa RoTat 1.2. Além
disso, esta restrito a laboratdrios especializados e, portanto, a OIE prefere testes alternativos,
como o CATT/T. evansi ou ELISA para rastreio de animais para infeccdo por T. evansi (OIE,
2012).

De uma forma geral, o teste de ELISA baseia-se em reacGes antigeno-anticorpo
detectaveis por meio de reacdes enzimaticas (teste imunoenzimatico) (ALHABBAB, 2018). E
um teste bastante padronizado e é indicado para processar inUmeras amostras. Porém, apenas
laboratorios especializados e bem equipados sdo capazes de realizar o teste, ndo podendo ser
realizado a campo (UILENBERG, 1998).

A imunofluorescéncia é uma das técnicas que também possibilita a deteccdo de
antigenos de T. evansi por meio da utilizacdo de anticorpos marcados com fluorocromo
permitindo sua observacdo ao microscopio de fluorescéncia (com luz UV) (ALHABBAB,
2018). Embora a técnica nao seja adaptada para pesquisas em grande escala, ainda é Gtil rastrear
um pequeno numero de amostras em laboratdrios que estdo realizando o teste para outros fins
e/ou que ndo estdo realizando o ELISA (OIE, 2012). A IFAT, no entanto, tem grandes
desvantagens, pois exige equipamentos sofisticados e ndo pode ser realizada no campo e o
procedimento é bastante longo e complicado. Além disso, o teste ndo € suficientemente
especifico para distinguir entre diferentes espécies de tripanossomas patogénicos
(UILENBERG, 1998).

Bajyana e Hamers (1988) desenvolveram o teste de aglutinacdo em cartdo também
baseado no uso do antigeno RoTat 1.2 de T. evansi para a deteccdo de anticorpos
tripanossémicos em soros de suinos, bovinos, bufalos, cavalos e camelos. O CATT / T. evansi

é um teste de aglutinacdo direta e a grande vantagem deste teste é que, em principio, é facil de



35

realizar, mesmo em campo (SINGLA et al., 2013). Além disso, Hilali e colaboradores (2004)
detectaram em bufalas infectadas experimentalmente e naturalmente anticorpos anti-T. evansi
por CATT que foram negativos pelo exame parasitologico.

Como o CATT detecta principalmente IgM (imunoglobulinas tipo M) cuja meia-vida é
curta, é adequado para a deteccdo de infec¢cdes com circulacdo ativa ou no minimo recente de
parasitas no sangue. O teste detectou titulos de aglutinacdo apenas ap6s o 14° dia de infeccao
em bezerros experimentalmente infectados (CHAUDHRI et al., 1996).

Mais recentemente, com a possibilidade do uso de proteina recombinante, foi
desenvolvido um teste de aglutinacdo em latex com o RoTat 1.2 (r(LATEX/T. evansi). Quando
comparados, a sensibilidade deste teste foi semelhante ao CATT/T. evansi, mas rLATEX/T.
evansi foi mais especifico do que CATT/T. evansi. O teste de aglutinacdo em latex pode ser,
entdo, considerado como um método alternativo aos testes amplamente desenvolvidos até hoje,
e quando desenvolvido com um antigeno recombinante purificado, assim como os outros testes,
leva a diagndstico mais padronizado com uma especificidade melhorada (ROGE et al., 2014).

Apenas um teste imunocromatogréafico para T. evansi € comercializado. Surra Sero K-
SeT (Coris BioConcept, Gembloux, Bélgica) é um teste para a deteccdo de anticorpos
especificos para a glicoproteina recombinante RoTat 1.2 no sangue, soro ou plasma de qualquer
espécie de mamifero. Na forma de um dispositivo de fluxo lateral, Surra Sero K-SeT tem
algumas vantagens importantes sobre outros formatos de testes soroldgicos pois séo
diagndsticos rapidos e aplicaveis em condi¢des de campo sem qualquer instalacdo laboratorial
(BIRHANU, 2015). Em um estudo utilizando 806 soros de camelos, bufalos, cavalos, bovinos,
ovelhas, cées e alpacas, o Surra Sero K-SeT apresentou uma especificidade geral um pouco
menor que CATT/T. evansi (94,8% contra 98,3%), particularmente em bovinos e alpacas, mas
uma sensibilidade consideravelmente maior (98,1% contra 84,4%) (BIRHANU, 2015). O autor
explica que a baixa especificidade geral foi devida a uma baixa especificidade inesperada e, até
entdo inexplicada, em alpacas. A baixa especificidade em bovinos pode ser explicada pela
deteccdo de anticorpos gerados por outras infeccdes que reagem de forma cruzada com o
recombinante RoTat 1.2 VSG. A maior sensibilidade pode ser explicada pelo fato de que o soro
usado ndo é diluido como no CATT/T. evansi (1: 4). Assim, o Surra Sero K-SeT pode se tornar
uma alternativa para a deteccdo sensivel de anticorpos contra T. evansi em animais domésticos.
Por outro lado, como o Surra Sero K-SeT € projetado para detectar anticorpos especificos para
RoTat 1.2, é interessante adaptar para detectar também anticorpos contra T. evansi tipo B
(BIRHANU, 2015).



Para a deteccdo de antigenos invariantes tripanossdmicos circulantes em animais
infectados, Nantulya (1994) desenvolveu um teste de aglutinagdo em latex (Suratex) simples,
baseado em anticorpos monoclonais e orientado para o campo. Olaho-Mukani e colaboradores
(1996) utilizando Suratex, encontraram os antigenos de T. evansi em 46,3% camelos, indicando
que € um teste de diagndstico de campo sensivel, confidvel e rapido para a deteccdo de
antigenos de T. evansi em camelos. No entanto, os antigenos foram detectados 2 ou 3 semanas
apos a infeccdo, cerca de uma semana apos 0 aparecimento da parasitemia. Nos camelos que
foram curados, os antigenos persistiram até a 3% semana pos-tratamento. Em condi¢des de
campo, este resultado pode ser interpretado erroneamente como uma infeccao atual em camelos
cuja historia de tratamento nao é conhecida. Por outro lado, o desaparecimento dos antigenos
tripanossémicos nos camelos tratados (mesmo que apds 3 semanas) e a persisténcia em camelos
ndo curados o teste se mostrou confiavel para a avaliagdo clinica da resposta ao tratamento com
drogas tripanossdémicas.

Rayulu et al. (2007) utilizou anticorpo monoclonal (IgA — imunoglobulina A) produzido
contra a membrana superficial de T. evansi para o diagndstico em animais domésticos (teste de
aglutinacdo em latex e Ag-Elisa). A sensibilidade diagnoéstica e a especificidade diagndstica
foram registradas respectivamente em 95,38% e 59,74% para teste de aglutinacdo em latex
(LAT), usando a técnica microhaematdcrito (MHCT) como teste de referéncia, e 90,33% e
88,30% para LAT usando Ag-ELISA como teste de referéncia. Apds isso, a deteccdo de T.
evansi foi realizada em cavalos (n=71) e bovinos (n=88) onde o teste de aglutinacdo em latex
se mostrou mais sensivel quando comparado com exames parasitoldégicos. Com amostras de
bufalos (n=46) a sensibilidade diagndstica do teste de aglutinacdo em latex foi maior que o teste
de pelicula imida e o PCR. Além disso, os autores concluiram ser um teste simples, rapido e
econémico, ndo requerendo equipamentos sofisticados para a realizacéo do teste (SHYMA, et
al. 2011; SHYMA et al., 2012a; SHYMA et al., 2012b).

Na mesma linha, em 2010 foi produzido um anticorpo monoclonal especifico para o
antigeno de superficie flagelar (55 kDa) de um isolado indiano de T. evansi, e seu uso para
deteccdo por teste de aglutinacdo de latex e ELISA (RAYULU, SINGH, CHAUDHRI, 2010).

Como a maioria dos testes bioldgicos, os métodos descritos acima sdo limitados em
termos de sensibilidade e especificidade. Além disso, os desempenhos e parametros de teste
sdo altamente variaveis, dependendo da espécie hospedeira ou da area geografica em que o
hospedeiro ocorre. Até a data, ndo existe um teste comum (parasitologico, sorolégico ou mesmo
molecular) que seja capaz de distinguir T. evansi das outras especies ou subespecies de

Trypanosoma. O diagnostico final de “surra” dependera da informag&o epizootioldgica e dos
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resultados e observacdes laboratoriais. Por estas razdes, a caracterizacdo antigénica de
antigenos de T. evansi associado a abordagem protebmica pode revelar mais proteinas que
podem ser usadas como biomarcadores eficientes para deteccdo de T. evansi e também para o
direcionamento de drogas e vacinas. E necessario levar em consideracéo as varias espécies e
cepas de Trypanosoma (RoTat versus ndo RoTat, por exemplo) presentes em uma determinada
area (OIE, 2012).

2.8 PROTEOMICA NA DESCOBERTA DE NOVOS BIOMARCADORES DA INFECCAO
POR TRIPANOSSOMATIDEOS

Devido a necessidade de um diagndstico pratico, sensivel e especifico, a descoberta e
validacdo de biomarcadores tém sido areas de pesquisas produtivas aplicadas as diversas
doencas, inclusive as tripanossomoses (NDAO et al., 2010; EYFORD et al., 2013; LUCIANI
et al., 2018). Biomarcadores estudados nas tripanossomoses tém se mostrados potencialmente
Uteis na identificacdo de pacientes, inclusive assintomaticos, no estadiamento da doenca e na
avaliacdo pos-terapéutica (NDAO et al., 2010; TIBERTI et al., 2010; TIBERTI et al., 2013).

A abordagem que identifica e quantifica proteinas de uma linha celular, tecido ou
organismo em larga escala é chamada de protedmica, que especificamente, estuda a
composicéo, funcdo, abundancia, modificagdes pos-traducionais, localizagdo celular e como
essas proteinas interagem entre si (WILKINS et al., 1996; ANDERSON; ANDERSON, 1998;
BLACKSTOCK; WEIR, 1999; IDEKER et al., 2001). Gracas a essas possibilidades, a
protedmica é uma estratégia de escolha para a descoberta de biomarcadores.

A eletroforese € o padréo atual e a técnica de fracionamento mais amplamente utilizada
para proteinas séricas em bioquimica clinica e biologia molecular (O'CONNELL et al., 2005).
A técnica de SDS-PAGE (SDS = dodecilsulfato de sédio, PAGE = eletroforese em gel de
poliacrilamida) € simples e de baixo custo, possibilitando separar e identificar proteinas
provenientes de misturas complexas, como células, tecidos e outras amostras bioldgicas
(GORDON, 1971).

Bovinos (MARQUES, 2012), camelos (BOID et al., 1980), ratos Wistar (TEIXEIRA et
al., 2008), caprinos (PATELLI et al., 2008), cdes (FRANCISCATO et al., 2007), gatos
(COSTA et al., 2010) e coelhos (COSTA et al., 2013) infectados com T. evansi apresentaram
alteracdes em diferentes fracdes proteicas do soro.

A combinacéo das metodologias de fracionamento/separacéo de proteinas, como SDS-

PAGE ou cromatografia liquida, com espectrometria de massas (MS) vem sendo amplamente



utilizada e tem se tornado um padrdo para investigacfes protedmicas (YADAYV et al., 2013;
YADAV et al.,, 2017), proporcionando a identificacdo de proteinas ja conhecidas ou a
descoberta de novas biomoléculas. Apesar disso, poucos estudos relacionados ao T. evansi
foram desenvolvidos através da espectrometria de massas.

Através da combinacdo SDS-PAGE e MS, Roy e colaboradores (2010) buscaram
identificar potenciais proteinas biomarcadoras e alvos farmacoldgicos presentes no proteoma
total da célula do T. evansi. Nesse aspecto, Yadav et al. (2013) ao pesquisar amostras de soro
de burros infectados com T. evansi por Western Blot identificaram trés grandes aglomerados
de proteinas que induziram a resposta imune (62-66 kDa, 52-55 kDa e 41-43 kDa) na fase
aguda, subaguda e crénica da infeccéo.

A partir disso, Yadav et al. (2017) utilizaram o agrupamento de proteinas de peso
molecular de 52-55 kDa e fizeram sua purificacdo e caracterizacdo por diferentes métodos
imunoldgicos que apresentou forte reatividade com o soro de coelhos e de poneis
experimentalmente infectados com T. evansi. Os estudos de analise protedmica revelaram que
este aglomerado de proteinas continha cinco peptideos, mostrando homologia a vérias proteinas
de tripanossomas presentes na base de dados. As cinco proteinas identificadas foram piruvato
quinase 1, beta tubulina, proteina paraflagelar de 73 kDa, alanina aminotransferase e uma
glicoproteina de superficie variavel.

Da mesma forma, o aglomerado polipeptidico na faixa de 50-54 kDa também foi
identificado e caracterizado (LAHA; SASMAL, 2008; AQUINO et al. 2010) em isolados de T.
evansi de diversos hospedeiros (bufalos, equinos, bovinos, jumentos, cdes e quatis).

A proteina HSP70 também foi expressa e avaliada como antigeno de diagnéstico
utilizando amostras de soro equino infectadas experimentalmente, os resultados iniciais
indicaram que a HSP70 tem potencial para detectar a infeccdo por T. evansi (KUMAR et al.,
2015).

Pesquisas com essas metodologias também tém sido desenvolvidas em outras espécies
de tripanossomas. Em T. brucei gambiense estudos mostraram as alteracdes induzidas pela
doenca no proteoma sérico do hospedeiro (PAPADOPOULOQOS et al., 2004) e através da
investigacdo e comparacdo do proteoma do liquido-cefalorraquidiano de pacientes infectados
em diferentes estagios da doenca, foi possivel identificar 73 proteinas que tiveram suas
abundancias significativamente alteradas, propondo novas proteinas como possiveis
marcadores do estadiamento da doenca (TIBERTI et al., 2010).

A caracterizagdo de novos biomarcadores do soro € uma tarefa dificil, uma vez que as

proteinas de alta e média abundéancia representam 95-99% do total das proteinas plasmaticas e
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séricas, mascarando as proteinas de menor abundancia e dificultando a descoberta de novos
biomarcadores (TAN et al., 2013). Essa complexidade da amostra impede a identificacdo
eficiente de proteinas parasitarias no soro das diversas espécies.

Para superar esse problema, alguns protocolos vém sendo criados para remover as
proteinas mais abundantes. Um exemplo com T. cruzi é a pesquisa de Wen e colaboradores
(2012) que identificaram diferentes expressdes proteicas entre pacientes com cardiomiopatia
pela doenga de Chagas e pacientes com cardiomiopatia por outras etiologias, para isso, 0S
pesquisadores separaram proteinas de alta abundéncia através de cromatografia, com base nos
pontos isoelétricos e na hidrofobicidade e também pelo uso de colunas de imunodeplecéo.

Eyford e colaboradores (2013) usando em sequéncia duas colunas de imunodeplecéo e
fracionando a amostra por HPLC (cromatografia liquida de alta performance), foram capazes
de identificar 254 proteinas do parasita no plasma de pacientes de fase tardia da doenca.

H& uma grande desvantagem do uso de colunas de deplecdo, que foi mostrada pelo
grupo de pesquisa de Granger (2005), que através do uso de uma coluna de imunoafinidade
para deplecdo da albumina das amostras de plasma varias citocinas também foram
significativamente reduzidas e, além disso, a partir da deplecdo de uma mistura conhecida de
citocinas através das colunas, houve uma reducdo variavel na recuperacdo das citocinas. Os
dados demonstraram que pode haver uma perda ndo especifica de citocinas apds deplecdo de
albumina, que pode ser confundida por analise protedbmica subsequente.

Uma metodologia diferente foi utilizada por Sullivan e colaboradores (2013),
imunoglobulinas G de pacientes infectados com T. b. gambiense e de pacientes ndo infectados
foram purificadas com o uso de uma coluna de proteina G e entdo foram acopladas a Sepharose.
Lisados de T. b. brucei foram incubados com a Sepharose-1gG (infectados e néo infectados) e
em seguida foi realizada imunoprecipitacdo para recuperar as proteinas dos tripanossomas para
a analise através da espectrometria. Esta abordagem forneceu uma lista de vinte e quatro
proteinas dos tripanossomas que se ligaram seletivamente a fracdo 1gG da infeccdo e que,
portanto, podem ser consideradas antigenos imunodiagnosticos. Quatro desses antigenos foram
selecionados, expressados em E. coli e avaliados quanto ao seu potencial imunodiagnostico por
ELISA (detecgdo de T. b. gambiense e T. b. rhodesiense). O antigeno com melhor desempenho
foi usado para desenvolver um prototipo de dispositivo de diagnéstico de fluxo lateral para
pacientes com Tripanossomose Humana Africana (HAT).

De outra forma, Luciani e colaboradores (2018) reconheceram antigenos de T.
equiperdum por Western Blot e a partir disso, selecionaram por SDS-PAGE polipeptideos com

peso molecular variando de 10 a 37 kDa para anélise por espectrometria de massas, um total de



167 proteinas foram identificadas e poderiam representar possiveis antigenos diagnosticos
candidatos para o desenvolvimento de testes soroldgicos especificos para T. equiperdum.

De fato, marcadores mais especificos poderiam ser representados por moléculas
derivadas do préprio parasita, principalmente aquelas secretadas por eles, pois, possivelmente,
permitiria além do diagndstico o estadiamento da doenca. Proteinas secretadas por T. b.
gambiense (HOLZMULLER et al., 2008), T. congolense (GREBAUT et al., 2009), T. cruzi
(BAYER-SANTOS et al., 2013; BROSSAS et al., 2017), inclusive T. evansi (HOLZMULLER
et al., 2008) foram detectadas. As proteinas secretadas pelo parasita ajudam a compreender a
biologia do tripanossoma e a forma como este patdgeno interage com seu hospedeiro,
permitindo um conhecimento mais amplo da doenca e, com sorte, auxiliam no desenvolvimento

de novas ferramentas que contribuirdo para o controle do T. evansi.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBEJETIVO GERAL

Identificar um ou mais biomarcadores moleculares da infeccdo aguda causada pelo
Trypanosoma evansi circulantes no soro de camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do trabalho sao:
a) depletar as proteinas de alta e média abundancia do soro de camundongos infectados
com T. evansi e camundongos do grupo controle;

b) identificar as proteinas candidatas a biomarcadores por LC-MS/MS.
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4 MATERIAL E METODOS

De forma resumida, a Figura 1 mostra o fluxograma utilizado neste trabalho preliminar.

Figura 1 - Fluxograma resumido das metodologias utilizadas nesta pesquisa.

‘ Soro de 1 animal infectado e 1 animal controle |

Controle Infectada
I.,J-.\..; :’{. I .;‘-.":
.( 178 , Y ik
it VL
{PBE-G| (Trypanosoma evans)

3

-
ProteoSpin™ Abundant Serum :
Protein Depletion Kit \ =

Proteinas de Baixa Proteinas de Baixa Proteinas de Alta
Abundéncia Controle Abundéncia Infectado Abundéncia Infectado
SD5-PAGE

Digestdo de proteinas
em gel

Andlise LC-MS/MS e
bioinformatica

1 oy .|' e R
;g.-."' i Plataforma de Protedmica
A g da Instituto Carlos Chagas,

' Lo ] Fiocruz — Parand.

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Legenda: Soro de um animal infectado com Trypanosoma evansi e um animal controle tiveram suas proteinas
depletadas através da coluna do kit Proteospin™. As fragGes de proteinas eluidas da coluna de deplegéo (alta e
baixa abundéancia do animal infectado e baixa abundéancia do animal controle) foram separadas por SDS-PAGE,
digeridas em gel para posterior analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa e
bioinformatica.

4.1 OBTENCAO E AMPLIFICACAO DO T. evansi

A cepa do T. evansi foi cedida pela Professora Dra. Silvia Gonzalez Monteiro do
Laboratorio de Parasitologia da Universidade Federal de Santa Maria.

O parasito é conservado em nitrogénio liquido no Laboratério de Hemoparasitas e
Vetores (LABHEV) da Universidade do Estado de Santa Catarina no Centro de Ciéncias

Agroveterinarias.



Apbs o descongelamento e analise de viabilidade por microscopia de luz dos parasitas
criopreservados, a cepa de T. evansi foi inoculada em camundongos por via intraperitoneal,
para amplificagdo do parasito. A parasitemia foi acompanhada diariamente, com a realizagéo
de esfregaco sanguineo periférico da cauda. O esfregaco foi corado com corante panotico e
analisado em microscopia de luz, para contagem dos parasitos por campo de grande aumento
(1000x).

Quando a parasitemia alcancou em torno de 50 parasitas por campo, o animal foi
anestesiado com xilazina (5 mg/kg) e cetamina (1 mg/kg) e entdo colhido o sangue por punc¢ao
cardiaca com anticoagulante EDTA 0,5 M (acido etilenodiamino tetra-acético).

Este procedimento foi realizado para obter uma grande quantidade de parasitas para o0s

testes posteriores.

4.2 PURIFICAGAO DO Trypanosoma evansi PARA INFECCAO E PARA OBTENCAO DO
LISADO DE PARASITAS

Para purificacdo do T. evansi, o sangue obtido com EDTA por puncdo cardiaca foi
centrifugado (25 minutos a 15000 RCF a 4°C) com Percoll® tamponado com HEPES, pH 7,4%,
contendo 8,5% de sacarose e 2,5% de glicose na proporcado de 1:1. O sobrenadante que continha
0s parasitas foi removido e lavado trés vezes com 0 mesmo tampéo, e foram ressuspendidos em
5 mL de PBS com glicose 60 % (v/v) (PBS-G). Os tripanossomas foram purificados utilizando
cromatografia em coluna de permuta anidnica de celulose de dietil aminoetilo (DEAE) pré-
equilibrada com PBS-G. Os parasitas foram lavados através da coluna com PBS-G.

Os tripanossomas obtidos nas fra¢fes eluidas foram utilizados tanto para inoculagdo em
novos camundongos como para a obtencao do lisado de parasitas para realizacdo da técnica de
Western Blot.

Para o preparo do indculo, os parasitas foram contados em camara hematimétrica de
Neubauer e entdo concentrados por centrifugacdo (25 minutos a 15000 RCF a 4°C) e
ressuspensos em PBS-G para ajustar em 1x108 tripanossomas/0,2 mL.

Para o preparo de lisado de parasitas, os parasitas foram concentrados por centrifugacéo
(25 minutos a 15557¢g a 4°C) e o pellet ressuspendido em tampao de lise (150 mM NacCl, 10
mM Tris-HCL pH 7,4, 2% Triton X-114, 1 mM PMSF) com coquetel inibidor de protease 0,1%
(v/v) (Sigma-Aldrich), em seguida a amostra foi sonicada por 3 ciclos de 1 minuto com

intervalo de 1 minuto, em gelo.
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4.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CETEA/UDESC), protocolo nimero 9171110516.
Dois camundongos para o estudo preliminar e vinte camundongos para o estudo final
(Swiss, machos com idade entre 30 e 60 dias) foram mantidos em gaiolas metabdlicas, maximo
de 5 animais por gaiola, com exaustdo de ar com eliminagdo de amonia, em sala com

temperatura controlada (25° C), alimentados com ragdo comercial e agua ad libidum.

4.4 INFECCAO POR Trypanosoma evansi E OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SORO

As cepas de T. evansi foram purificadas e ajustadas em aliquotas de 1x108
tripanossomas/0,2 ml.

Para o estudo preliminar (Figura 1), uma aliquota foi inoculada em um camundongo
Swiss por via intraperitoneal, para infeccdo e coleta da amostra. Para o estudo final e analises
futuras (Figura 2), foram feitos dois grupos experimentais, controle e tratamento. Cada grupo
consistiu em um pool de soro de 5 animais, sendo que o grupo tratamento possuiu trés réplicas
bioldgicas.

Da mesma forma que na amplificacdo e obtencgéo dos parasitas, a parasitemia de todos
os animais foi acompanhada diariamente (esfregaco sanguineo) e quando alcangou em torno de
50 parasitas por campo de grande aumento, o animal foi anestesiado com xilazina (5 mg/kg) e
cetamina (1 mg/kg) e entdo colhido o sangue por puncao cardiaca e armazenado em microtubos
(1,5 mL). A parasitemia no camundongo do estudo preliminar alcangou este estagio no dia 5
apos a infecgdo. A parasitemia dos grupos de animais infectados do estudo final alcangou este
estagio entre o dia 3 e 5 apds a infeccdo. Os animais controles foram inoculados com 0,2 ml de
PBS-G e feita a puncdo cardiaca de sangue no dia 5 ap6s inoculacéo.

Apds a coagulagéo (cerca de 15 minutos a temperatura ambiente), as amostras de sangue
foram submetidas a centrifugacdo para obtencdo do soro (3500 g por 10 minutos), 0S Soros

foram transferidos para novos microtubos e entdo estocados em freezer -20°C até 0 seu uso.



4.5 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS
A concentracdo de proteina nas amostras foi determinada por espectrofotometria com o
aparelho Nanodrop® calibrado no comprimento de onda de 280 (A280). Agua milli-Q foi

utilizada como branco.

Figura 2 — Fluxograma resumido das metodologias do estudo final.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Legenda: 3 pools, cada um contendo 5 amostras de soro de camundongos infectados com Trypanosoma evansi
(infectado “A”, ”B” e “C”) e 1 pool de 5 animais controles tiveram suas proteinas depletadas através da coluna do
kit Proteospin™. As proteinas do soro total e as proteinas de baixa abundancia eluidas da coluna de deplecéo dos
grupos foram separadas por SDS-PAGE e a imunorreatividade foi testada por Western Blot (com anticorpo
policlonal anti-T. evansi). Futuramente, estas amostras serdo digeridas em gel para posterior analise por
espectrometria de massa e bioinformatica.
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4.6 DEPLECAO DE PROTEINAS ABUNDANTES DO SORO

Cada coluna do kit de deplegdo utilizado é capaz de depletar 500 pg de proteinas do
soro e o fabricante recomenda aplicar a cada coluna entre 200 pg e 500 pg de proteina. Assim,
é necessario determinar a quantidade de proteina presente na sua amostra antes de se iniciar o
procedimento. Apos a determinacdo da concentracdo de proteinas, cada amostra foi ajustada
para aproximadamente 500 pg de proteinas.

As proteinas das amostras de alta e média abundancia (incluindo albumina, alfa-
antitripsina, transferrina e haptoglobina) foram depletadas utilizando “ProteoSpin™ Abundant
Serum Protein Depletion Kit” (Norgen Biotek, Ontario, Canada) de acordo com as informagoes
do fabricante. O kit ProteoSpin depleta proteinas por cromatografia de troca idnica, esta
metodologia é baseada na atracdo de moléculas de cargas opostas. A proteina transporta cargas
superficiais dependendo do pl (ponto isoelétrico) e pH do ambiente. A coluna de deplecéo é
composta de uma matriz base que fornece area de superficie para adsorcéo, nesta matriz de base
uma proteina carregada é imobilizada (JUNGBAUER; HAHN, 2009).

Resumidamente, as colunas foram ativadas adicionando e centrifugando por duas vezes
500 pL da “solucdo de lavagem G”. Entdo, cerca de 500 pg de cada amostra diluida na mesma
“solugdo de lavagem G”, com volume final de 500 pL, foi adicionada a coluna ativada e
centrifugado. O “flowthrough” obtido nessa etapa foi recuperado para analise das proteinas
depletadas de alta abundéancia. Novamente foram adicionados na coluna por duas vezes
“solugdo de lavagem G” (500 pL) e centrifugada. Para eluicdo das proteinas de baixa
abundancia, 100 pL do “tampao de elui¢do C” (10 mM de fosfato de sodio, pH 12,5) foi
adicionado por duas vezes a coluna e centrifugado. Para ajustar o pH para neutro das amostras
de soro eluidas foi adicionada a cada amostra 18,6 uL de solugdo “neutralizadora de proteinas”.
Todos os passos de centrifugacdo foram realizados numa microcentrifuga de bancada a 6700 x
g (~ 10.000 RPM) por um minuto.

As proteinas totais remanescentes, as de alta abundancia (coletado na primeira eluicdo
do Kit ProteoSpin®) e as de baixa abundancia foram quantificadas por Nanodrop e em seguida

estocadas em freezer -20°C.



4.7 ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL (SDS-PAGE)

O método utilizado de eletroforese vertical de gel de poliacrilamida contendo dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) foi descrito por Laemmli (1970). As aliquotas analisadas foram
ajustadas para 10-20 ug de proteina de cada amostra para aplicacédo no gel.

As amostras obtidas foram preparadas com tampao de amostra 2x (2 ml SDS 10%, 500
uL 2-mercaptoetanol, 2ml de glicerol, 400 uL de azul de bromofenol 2%, 10 mL de &gua
bidestilada), aquecidas a 95° C durante 10 minutos e aplicadas nas canaletas do gel. Um tampé&o
(Tris 25mM, glicina 0,25M, SDS 1%, pH 8,3) foi utilizado para a corrida e a programacéo da
corrente elétrica foi 150V, 300 mA, 12W e o tempo da corrida durou até que o corante de
acompanhamento (azul de bromofenol) atingisse cerca de 1 cm da extremidade inferior do gel.

Ao término da corrida o gel foi corado com Coomassie Blue (0,25 g de Coomassie
Brilliant Blue R250 dissolvido em 45 ml de metanol, 45 ml de 4gua e 10 mL de acido acético)
durante no minimo duas horas. Em seguida foi realizado o processo de descolora¢do com acido

acético e metanol, onde foi possivel visualizar as bandas de proteinas.

4.8 WESTERN BLOT

Para o estudo final, as proteinas totais e de baixa abundancia do soro dos grupos de
animais infectados, do grupo controle e proteinas do lisado bruto de T. evansi purificado (como
controle positivo) foram submetidas a eletroforese (SDS-PAGE 4-12%) e transferidas para
membrana de nitrocelulose

A preparacdo em gel submetida a eletroforese e a membrana de nitrocelulose (Bio Rad
Laboratories) ficaram embebidas em tampdo de transferéncia composto por Tris-base, glicina
e metanol por 15 minutos. Apds isso, as proteinas presentes no gel foram transferidas usando o
sistema Trans-blot SD (Bio Rad Laboratories) para a membrana de nitrocelulose a 10 volts,
0,28 amperes por 45 minutos em tampdo de transferéncia. Ao final da transferéncia, a
membrana de nitrocelulose foi bloqueada com solucdo 1% de seroalbumina bovina (BSA) sob
agitacdo overnight. O anticorpo policlonal anti-T. evansi de rato desenvolvido em nosso
laboratorio a partir de lisado total de células de T. evansi, foi diluida (1:1000) na mesma solugéo
usada para o bloqueio e foi incubado com a membrana a temperatura ambiente por uma hora e
meia. Apos a incubagdo com anticorpo primario, a membrana foi lavada com solugéo de TBS
(solucdo salina tamponada com Tris) acrescida de 0,1% de tween-20 por cinco minutos

totalizando trés lavagens. Ao término das lavagens, o anticorpo secundario Anti-Rat 1gG
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(Imunoglobulina G conjugada com fosfatase alcalina— Sigma®) foi diluido em solugdo de
bloqueio (1:30.000) e incubado a temperatura ambiente por uma hora e meia. Por fim, a
membrana foi submetida ao processo de lavagem anterior e para o desenvolvimento de cor e
revelagéo das bandas foi adicionado 175 pl de NBT/BCIP em 15 ml de solucdo de revelacédo
composto por 100mM NacCl, 0.1M Tris e 5 mM MgCI2, pH 9,5.

4.9 ESPECTROMETRIA DE MASSA (LC-MS/MS)

As amostras de proteinas de baixa e alta abundancia do soro do animal infectado e do
animal controle do estudo preliminar foram separadas em gel SDS-PAGE. Em seguida, as
proteinas foram coradas com Coomassie Blue, conforme descrito anteriormente. Do gel corado
foram cortadas tiras de forma a separar as amostras proteicas (Figura 3) para posterior digestéo
com tripsina. As amostras foram armazenadas em microtubos, identificadas e enviadas a
plataforma Mass Spectrometry Facility RPTO2H/Carlos Chagas Institute — Fiocruz, Parana e
processadas conforme protocolos préprios do instituto (procedimentos operacionais padrdo
disponiveis em: http://plataformas.fiocruz.br/subunidade/exibe_sub/11).

Figura 3 - Perfil polipeptidico em SDS-PAGE (4-12%) corado com Coomassie Blue das
amostras de proteinas de baixa abundancia enviadas a plataforma de espectrometria
de massas (Fiocruz - Parand).
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Fonte: elaborada pelo préprio autor, 2018.

Legenda: Linhas: [M]: Marcador de massa molecular (kDa); [PBA infect.]: Proteinas de baixa abundancia do soro
do animal infectado; [PBA ctrl.]: Proteinas de baixa abundancia do soro do animal controle; [- - -]: Local
aproximado de corte para separagdo entre amostras e entre bandas das amostras. Obs.: Além destas, também foi
enviada amostra de proteinas de alta abundancia do animal infectado.



Os parametros utitilizados para aquisicdo de dados por espectrometria de massa
utilizadas pela plataforma Mass Spectrometry Facility RPTO2H/Carlos Chagas Institute —
Fiocruz, Parand, estdo no Anexo A.

Para o estudo final (pool de soro de animais com réplicas biol6gicas) ainda ndo foram
realizadas estas analises.

Os peptideos foram extraidos por digestdo triptica em gel de cada pedago cortado.
Resumidamente, as proteinas foram descoradas, reduzidas com ditiotreitol 10 mM, alquiladas
com iodoacetamida 55 mM e digeridas com tripsina 12,5 ng/uL. Por fim, foi feita a extragéo
dos peptideos com solucdo de extracdo (agua, acido trifluoracético 3%, acetonitrila 30%). Os
peptideos foram submetidos a analise de LC-MS/MS em um sistema de cromatografia liquida
de ultra-alta perfomance (UHPLC; ultra-high performance liquid chromatography) Thermo
Easy-nLC 1000 acoplado a um espectrometro de massa Thermo LTQ Orbitrap XL ETD
(Thermo, San Jose, CA).

Nesta analise, as misturas peptidicas foram carregadas em uma coluna (75 um i.d., 15
cm de comprimento) embaladas internamente com uma resina de 3,2 um (Dr. Maisch) com um
fluxo de 250 nL/min de 5% DMSO de 5 a 40% de acetonitrila em &cido férmico a 0,1% num

gradiente de 120 min.

4.10 BIOINFORMATICA

4.10.1 Identificacdo e critérios de selecdo de proteinas

O software MaxQuant foi utilizado para quantificar e validar os peptideos e proteinas
identificados baseados em espectrometria de massa. As cepas de referéncia utilizadas na busca
das  proteinas foram  C57BL6J de Mus musculus (obtida no  sitio
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e STIB805 de T. evansi (obtida no sitio http://
tritrypdb.org/tritrypdb/).

Todas as proteinas de T. evansi identificadas exclusivamente no soro do animal
infectado tiveram seus peptideos (um ou mais) analisados individualmente e a partir da pesquisa
nos proteomas de referéncia de T. evansi e M. musculus foram excluidas as que possuiam em
comum todos os peptideos encontrados com proteinas de M. musculus.

As demais proteinas foram listadas e, entdo, foram submetidas as analises de

caracterizacdo e discussdo de resultados.
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4.10.2 Localizacao celular e caracterizagdo funcional das proteinas

Para andlise das caracteristicas moleculares e funcionais de cada proteina de T. evansi
encontrada, foram criados dois arquivos do tipo FASTA contendo as proteinas identificadas
por espectrometria de massa, sendo o primeiro deles contendo as proteinas de M. musculus e o
segundo de T. evansi. Os dados entdo foram tabulados em planilhas do Excel para analise e
geracdo de gréficos.

As caracteristicas funcionais das proteinas identificadas por espectrometria de massa
foram derivadas das entradas correspondentes do Uniprot (Universal Protein Resource;
traducdo livre: Recurso Universal de Proteinas) (PUNDIR; MARTIN; O’ DONOVAN, 2017).

As cepas referentes ao M. musculus e T. equiperdum foram obtidas no National Center
for Biotechnology Information Search database (NCBI; em portugués: Centro Nacional de
Informacdo Biotecnoldgica), as demais cepas de T. evansi e T. vivax foram obtidas do portal
TryTripDB (Kinetoplastid Genomics Resource; Recurso Genémico de Kinetoplastida).

Para se conhecer a filogenia das proteinas identificadas foi feita uma andlise de ortologia
utilizando o software Orthovenn (WANG et al., 2015) (critério padrdo: E-value: 1e-5 e Inflation
Value 1.5). Esta analise foi feita para analisar se haveria relacdo entre elas através da
comparac¢do das proteinas obtidas do T. evansi por espectrometria de massa com as proteinas
obtidas do M. musculus (cepa C57BL6J) e das cepas de referéncias de tripanossomatideos: T.
equiperdum (cepa 5694) e T. vivax (cepa Y486). Além destas, foi também utilizada a cepa
STIB805 de T. evansi para verificar se as proteinas identificadas na espectrometria de massa
possuiam genes paralogos.

No sentido de se caracterizar as proteinas de T. evansi encontradas, 0 arquivo contendo
as proteinas foram entdo processadas nos seguintes softwares:

a) SignalP 4.1: previsao da presenca e localizacdo de sitios de clivagem de peptideos sinal

em sequéncias de aminoacidos de diferentes organismos (NIELSEN, 2017);

b) SecretomeP 2.0: produz predi¢des ab initio de via ndo-classica, isto €, outro método que

nédo a secrecao de proteina desencadeada por peptideo sinal (BENDTSEN et al., 2004);

c) BepiPred 2.0: prediz epitopos a partir de estruturas das proteinas com base em epitopos

anotados (JESPERSEN et al., 2017);

d) PepStat: prediz propriedade das proteinas como massa molecular, carga e ponto

isoelétrico (BLANKENBERG et al., 2007);

e) TMHMM 2.0: Prediz hélices transmembranares nas proteinas (KRIGH et al., 2001);



9)

h)

)

PredGP1I: prediz proteinas ancoradas por GPI — Glicosil fosfatidil inositol (PIERLEONI;
MARTELLI; CASADIO, 2008);

WolfPsort: prediz sitios de localizacéo celular das proteinas baseado nas sequéncias de
aminoacidos (HORTON et al., 2007);

Protter: analise interativa de dados de proteinas e geracdo de hipdteses, visualizando
tanto caracteristicas de sequéncia anotadas quanto dados protedmicos experimentais no
contexto da topologia de proteinas (OMASITS et al., 2013);

Swiss-Model: homologia da estrutura proteica 3D (WATERHOUSE et al., 2018);
MEGAT7: criacdo de arvores filogenéticas das proteinas (KUMAR; STECHER,;
TAMURA,; 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DEPLECAO

Para melhorar a capacidade de detectar proteinas de baixa abundéncia, utilizamos
colunas baseadas em troca i6nica ProteoSpin® Abundant Serum Protein Depletion Kit que
prometem proporcionar uma deplecdo de até 70% de albumina, 50% de transferrina e
haptoglobina e 90% de alfa anti-tripsina das amostras de soro.

Dos 500 ug de proteinas sujeitas a deplecéo pelo kit foi possivel recuperar em média
170 pg de proteinas de baixa abundancia de cada amostra processada.

A Figura 4 permite a analise unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das
proteinas (dos grupos do estudo final)antes da deplecdo (proteinas totais) e da segunda fracdo
eluida pelo kit de deplecdo (proteinas de baixa abundancia), mostrando pela diferenca na
intensidade de cor do gel que as proteinas abundantes, albumina (66kDa) e transferrina (76,7
kDa) foram parcialmente depletadas, a alfa anti-tripsina (45,8 kDa) aparentemente néo foi
depletada e a haptoglobina (38,7 kDa) teve sua banda visivelmente fraca nas amostras de soro

total e ndo visivel na fracdo de proteinas de baixa abundéancia.

Figura 4 - Perfil polipeptidico em SDS-PAGE (4-12%) corado com Coomassie Blue das
proteinas do soro dos grupos de camundongos (a) infectados com T. evansi e (b) de
animais controle, antes e apds deplecio pelo Kit ProteoSpin™.

(a) Soro grupo infectado (b) Soro grupo controle
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Legenda: Linhas: [M]: Marcador de massa molecular (kDa); [PT infect.]: Proteinas totais e [PBA infect.] Proteinas
de baixa abundancia do soro de um dos pools de 5 animais infectados; [PT ctrl.]: Proteinas totais e [PBA ctrl.]:
Proteinas de baixa abundancia do soro do pool de 5 animais controle. As proteinas de alta abundancia (margem
do lado direito) foram previstas com base na massa molecular.



Enviamos amostras do estudo preliminar para analise por espectrometria de massa,
aproximadamente 20 g em gel SDS-PAGE das “proteinas de baixa abundancia” (Figura 3) e
das “proteinas de alta abundancia” (figura ndo mostrada) do soro de um animal infectado, que
nos permitiu avaliar as proteinas eluidas pelo Kit.

No total foram encontradas 258 proteinas por espectrometria de massa nas duas fracdes
eluidas pelo kit de deplecdo (baixa e alta abundéncia), 127 proteinas foram encontradas
exclusivamente na fragdo de proteinas de baixa abundancia (segunda elui¢do) (Figura 5),
inclusive as proteinas de T. evansi. Entdo, a deplecdo das proteinas mais abundantes no soro
dos animais permite a deteccdo de proteinas com baixo potencial de abundéancia, incluindo as

possiveis biomarcadoras da infeccdo por T. evansi.

Figura 5 - Analise comparativa da quantidade de proteinas identificadas por espectrometria de
massa para avaliacio do kit de deplecdo ProteoSpin®.

Proteinas de Proteinas de
alta 20 111 127 haixa
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Fonte: elaborada pelo préprio autor, 2018.
Legenda: Diagrama de Venn das proteinas de alta abundancia e proteinas de baixa abundancia identificadas no
soro do camundongo infectado com T. evansi.

Apesar disso, a deplecdo apresentou algumas limitacGes. Nas proteinas de alta
abundancia foi visto que 20 proteinas, que ndo aquelas prometidas serem depletadas pelo Kit,
foram depletadas 100% da amostra. Ter encontrado estas proteinas somente na fracdo de alta
abundéancia pode ter sido devido a essas proteinas possuirem pontos isoelétricos proximos aos
da albumina, tendo assim a eluicdo destas juntamente com a albumina durante a realizacéo da
deplecdo por troca ibnica e/ou, ainda, a ligacdo destas proteinas as proteinas de alta abundancia.
Outra explicacao seria a eficiéncia baixa de deplecéo pelo kit, porém, nenhum trabalho que
avalie a eficiéncia do kit com soro de camundongos foi encontrado. Outras desvantagens
encontradas foi o custo e também a quantidade de proteinas recuperadas. Nenhum trabalho
sobre a reutilizacdo das colunas foi encontrado, entdo por se tratarem de colunas descartéveis,
elas possuem capacidade maxima de deplecdo de 500 ug de proteinas, sendo que apés a
deplecéo, foram recuperadas em média cerca de 170 ug de proteinas de baixa abundancia por

amostra depletada.
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5.2 WESTERN BLOT DO ESTUDO FINAL

Sangue de 15 camundongos infectados foram coletados no primeiro pico parasitémico
(3-5 dias pos infeccdo com T. evansi) e, como controle, sangue de 5 animais foram coletados
no quinto dia apds inoculacdo com PBS-G. Entdo, apds a formacéo dos pools de 5 animais cada,
as proteinas de alta abundancia do soro de cada pool foram depletadas pelo kit ProteoSpin®.
Apos a deplecéo, as proteinas totais e as de baixa abundancia dos grupos de animais infectados
e do grupo controle foram preparadas e aplicadas em gel de SDS-PAGE.Com a coloragéo de
Coomassie Blue, foi possivel observar bandas de massa molecular aparente na faixa de 25-116
kDa (Figura 4).

A partir de uma preparacdo equivalente a este ltimo SDS-PAGE, realizamos a técnica
de Western Blot para identificar proteinas imunogénicas presentes no soro de animais
infectados com T. evansi com soro com anticorpos policlonais anti-T. evansi (desenvolvido em
nosso laboratorio a partir da inoculacdo em ratos de células lisadas totais do parasita). Além das
proteinas totais e de baixa abundancia do grupo de animais controle e dos grupos de animais
infectados, foi adicionado um “controle positivo” contendo proteinas do lisado de parasitas.
Analisando os perfis proteicos imunogénicos, os soros dos animais controles (ndo infectados)
e dos animais infectados reagiram a bandas em comum com o anticorpo anti-T. evansi com
reatividade moderada a forte com as bandas de massa molecular aparente de 66, 50, e 25kDa e
reatividade leve com as bandas de 75 e 35 kDa (Figura 6, algumas bandas ndo estdo visiveis na
imagem).

Nota-se que 0s anticorpos gerados a partir de antigeno de célula total lisada de T. evansi
podem gerar problemas por fornecer reacGes falso-positivas devido as reacdes
cruzadas/inespecificas com anticorpos contra outras doencas, reduzindo a especificidade do
teste. Além disso, a presenca das bandas de 50 kDa e 25 kDa sugerem que houve reacdo entre
os anticorpos (IgG) presentes no soro dos camundongos infectados com o anticorpo secundario
Anti-Rat IgG, pois as 1gG sdo moléculas grandes, com um peso molecular de aproximadamente
150 kDa, compostas por dois tipos diferentes de cadeia polipeptidica. Um, aproximadamente
50 kDa, € denominado de cadeia pesada, e o outro de 25 kDa, é chamado de cadeia leve
(JANEWAY et al., 2005).

Provavelmente, um teste sensivel e especifico para T. evansi depende da deteccdo de
um ou um pequeno grupo de antigenos especificos predominantes. No entanto, o antigeno total

é usado com mais frequéncia, uma vez que a maioria dos antigenos especificos esta presente



em quantidades minimas e a sua purificacdo do extrato de parasita € trabalhosa, pois necessita
de homogeneidade, grande quantidade e pureza para fins de diagnostico (YADAV et al., 2013).

Os grupos de polipeptideos reconhecidos inespecificamente em todos 0s grupos de soros
de camundongos (infectados ou ndo), podem estar mascarando bandas verdadeiramente
imunogénicas contra T. evansi, uma vez que Queiroz et al. (2001), Giardina et al. (2003), Laha
e Sasmal (2008), Aquino et al. (2010) Yadav et al. (2011) e Yadav et al. (2013) identificaram
bandas imunogénicas nas mesmas faixas de massa molecular das reac6es inespecificas do nosso
trabalho, sendo que as bandas situadas entre 60-66 kDa foram citadas por todas as pesquisas
(reconhecidas nos soros de burros, coelhos, camundongos, cavalos, quatis e cdes naturalmente

e/ou experimentalmente infectados).

Figura 6 - Western Blot unidimensional com 20 pg proteinas de cada amostra de grupos de
animais infectados e controles e lisado celular total de T. evansi. Antissoro anti-T.
evansi (1:1000)

M Ctrl Ctrl Infect Infect | . .nei

PT  PB PT  PB

kDa kDa#*

100

¥
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Legenda: Linhas: [kDa e M] - Marcador de massa molecular (kDa);[Ctrl PT] - Proteinas totais dos soros do grupo
controle; [Ctrl PB] - Proteinas de baixa abundancia dos soros do grupo controle; [Infec PT] - Proteinas totais dos
soros do grupo infectado “A”; [Infec PB] - Proteinas de baixa abundancia dos soros do grupo infectado “A”; [T.
evansi] - Proteinas do lisado celular total de T .evansi; [kDa*] — Massas moleculares aparentes das bandas dos
polipeptideos reativos (algumas bandas ndo estéo visiveis na imagem).

Desta forma, a utilizacdo de Western Blot ndo possibilitou identificar diferencas no
padrdo das proteinas imunorreativas. A caracteristica aguda da doenga nos camundongos
explicaria a auséncia de imunorreatividade especifica para T. evansi nas bandas polipeptidicas
de soro do animal infectado, pois ja foi observado que com o passar dos dias da infec¢do ha um
reconhecimento crescente de polipeptideos. Provavelmente, isto se da pela liberacdo de

antigenos ap0s a morte e destruicdo dos parasitas por anticorpos na corrente sanguinea
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(AQUINO et al., 2010). Infelizmente, ndo conseguimos manter o camundongo infectado vivo
por mais de 5 dias durante a elaboracao desta pesquisa.

Por serem observadas reacGes inespecificas do anticorpo com o soro dos animais
infectados e ndo infectados é necessério o desenvolvimento de um anticorpo mais especifico
para a deteccdo da infeccdo de T. evansi para fornecer informacdes sobre a patogenicidade e
imunogenicidade deste parasita e auxiliar na compreensdo da relacdo parasito-hospedeiro.

O lisado celular total de T. evansi também foi incubado com soro imune de ratos
(anticorpo anti-T. evansi). N6s encontramos bandas polipeptidicas reativas (com massa
molecular aparente de 74, 70, 65, 61 e 31 kDa) na mesma faixa de massa molecular encontrada
por Yadav et al. (2011) com soro de coelhos e Yadav et al. (2013) com soro de burros infectados
experimentalmente (66 e 62 kDa), também aqueles encontrados por Giardina et al. (2003) com
soro de cavalos infectados experimentalmente (66 e 62 kDa) e por Laha e Sasmal (2008) com
soro de cavalos infectados naturalmente (73, 68 e 60 kDa).

Percebe-se que os polipeptideos de massa molecular na faixa de 60 - 68 kDa sdo 0s
imunorreativos mais comuns em diferentes isolados de T. evansi e em diferentes hospedeiros

infectados naturalmente ou experimentalmente.

5.3 PROTEOMICA DAS PROTEINAS DE T. evansi ENCONTRADAS NO ESTUDO
PRELIMINAR

5.3.1 Identificacdo das proteinas

Todas as proteinas identificadas de T. evansi no animal infectado tiveram seus peptideos
(um ou mais peptideos encontrados) analisados individualmente e a partir da pesquisa nos
proteomas de referéncia de T. evansi e M. musculus sete proteinas foram selecionadas. A
pesquisa dos peptideos nos proteomas tanto T. evansi quanto M. musculus, foram feitas
individualmente afim de se verificar a presenca dos mesmos nas cepas. Com isto, foi possivel
verificar que apenas a proteina HSP83 (proteina de choque térmico, do inglés, Heat Shock
Protein 83) possuia 3 ocorréncias do peptideo GVVDSEDLPLNISR no proteoma do
camundongo, contra 8 ocorréncias no proteomas de T. evansi, porém, outros peptideos
identificados da mesma proteina foram evidentes apenas em T. evansi, 0 que leva a crer que a
proteina em questdo é do T. evansi. Em relacdo a todos os outros peptideos, nenhum deles teve
ocorréncia no proteoma de referéncia do camundongo, levando a conclusao de que se trata de

peptideos pertencentes as proteinas de T. evansi.



As 7 proteinas listadas foram submetidas as andlises de caracterizacdo e discussao de
resultados. A ocorréncia dos peptideos nas cepas de T. evansi e M. musculus foram listados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Ocorréncia dos peptideos identificados por espectrometria de massa comparados
com os proteomas das cepas STIB805 de T. evansi e C57BL6J de M. musculus.

Proteina Peptideo Ocorréncias

T. evansi M. musculus
STIB805 C57BL6J
Beta tubulina | GHYTEGAELIDSVLDVCCK
GLSVPELTQQMFDAK
IMMTFSIIPSPK
LAVNLVPFPR
LHFFMMGFAPLTSR
NSSYFIEWIPNNIK
SVLIDLEPGTMDSVR
VGEQFTLMFR
YLTASALFR
Alfa tubulina | AVCMIANSTAIAEVFAR
AVFLDLEPTVVDEVR
IHFVLTSYAPVISAEK
LIGQVVSSLTASLR
TIQFVDWSPTGFK
Heat Shock 83 | AISNDWEEQLSTK
GVVDSEDLPLNISR
Piruvato quinase 1 | AMLVLSNTGR
SQLEHNIGLSIFEPVAK
SVVSVFYDAAK
Fator de elongamento 2 | GVIIGEENRPGTPIYNVR
IRPVVFINK
Fator de iniciacdo de tradugdo 5A | VSIVALDIFTGNK
Valil-tRNA sintetase | DLSINMMLLGFIDVQK

A A B, bSADdMPOGDSOOoOT OO
o

[y
o
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Legenda: Todos os peptideos encontrados por espectrometria de massa supostos de T. evansi foram comparados
entre os peptideos dos genes/proteinas anotadas das cepas STIB805 de T. evansi e C57BL6J de M. musculus para
validacéo de que a proteina era realmente de T. evansi.

As proteinas de T. evansi foram identificadas como alfa tubulina, beta tubulina, proteina
de choque térmico 83 (HSP83), fator de iniciacdo de tradugdo 5A, valil-tRNA sintetase, fator
de elongamento 2 e piruvato quinase 1. As estruturas 3D de cada proteina elaboradas pelo

software Swiss-Model estdo exemplificadas na Figura 7.
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5.3.2 Descricdo das proteinas

A alfa e beta tubulina sdo constituintes abundantes do citoesqueleto de
tripanossomatideos com func¢Bes importantes na divisdo celular, manutencdo da morfologia
celular, motilidade, transporte intracelular e transducao de sinal (CONTRERAS et al., 1985;
LOPES et al., 1995). Devido a isso, os microtubulos funcionam como um alvo para muitos
compostos com atividade tripanocida (SUETH-SANTIAGO et al., 2017) e, além disso, foi
demonstrado que camundongos imunizados com beta tubulina recombinante de Trypanosoma
evansi foram protegidos contra infeccao por T. evansi, T. b. brucei e T. equiperdum (LI et al.,
2007).

Figura 7 — Estrutura 3D das proteinas de T. evansi identificadas por LC-MS/MS.

Fator de iniciacdo de tradugdo 5A Beta tubulina Fator de elongamento 2 Piruvato quinase 1

Fonte: elaborado pelo autor com auxilio do software Swiss-model, 2018.

Aminoacil-tRNA sintetases (aaRSs) sdo enzimas que estdo envolvidas na traducdo de
proteinas. O knockdown de genes das aaRSs em T. brucei mostrou que todas eram essenciais
para o crescimento e/ou para a sobrevivéncia do parasita in vitro. A expressdo reduzida da valil-
tRNA sintetase, que é uma aaRSs, resultou em anormalidades no crescimento de T. brucei
(KALIDAS et al., 2014).



Alteracdes como temperatura e pH entre os ambientes hospedeiros, bem como o sistema
imunoldgico do hospedeiro, podem causar enorme estresse ao parasita. Para se adaptar a essas
alteracbes e proliferar normalmente, parasitas expressam proteinas de choque térmico
(GRAEFE et al., 2002). A principal funcéo dessas proteinas € servir como chaperona evitando
0 enovelamento incorreto de polipeptideos, garantindo as atividades das proteinas formadas, e
limitar a agregacdo proteica durante o estresse térmico (HARTL; BRACHER; HAYER-
HARTL, 2011). Pallavi e colaboradores (2010) mostraram que a HSP83 do parasita mostrou
ser essencial no ciclo celular e na morfologia dos tripanossomas, onde a ligagdo de um inibidor
especifico de HSP83 de T. evansi foi capaz de inibir o crescimento do parasita e curar
camundongos infectados (PALLAVI et al., 2010; MEYER; SHAPIRO, 2013).

As proteinas fator de elongamento 2 e fator de iniciacdo da traducdo 5A estdo
relacionados com a sintese de proteinas (LILJAS, 1991). Trabalhos mostraram que o fator de
iniciacdo de traducdo 5A é essencial para o crescimento celular, pois em T. brucei o
silenciamento da proteina mediado por RNAI causa parada de crescimento e também leva a
anormalidades morfologicas, incluindo o arredondamento celular e flagelos ‘“avulsos”,
confirmando ser um requisito essencial para a viabilidade celular (NGUYEN et al., 2015).

A glicolise é a principal via de obtencdo de energia para os tripanossomatideos, sendo a
piruvato quinase essencial para a sobrevivéncia ja que € uma enzima relacionada ao
metabolismo de carboidratos (CALLENS; KUNTZ; OPPERDOES, 1991).

5.3.3 Localizacédo celular e caracterizacdo funcional das proteinas

Para uma melhor caracterizagdo destas proteinas encontradas, foram realizadas analises
com o intuito de predizer a presenca de secrecdo por via classica e ndo-classica, presenca de
dominios transmembranares, ancoramento de GPI, epitopos de células B, localizacdo celular,
como mostrado na Tabela 2, além de caracteristicas bioquimicas das proteinas (Tabela 3).

Se os tripanossomos usam a Via classica de secrecéo, as proteinas secretadas devem ter
uma extensdo N-terminal (peptideo sinal). O SignalP é um software que prevé a presenca de
um peptideo sinal no N-terminal e o local de clivagem associado (BENDTSEN et al., 2004).
Nenhuma das proteinas foram previstas para conter um peptideo sinal por SignalP. Embora ndo
secretadas pela via cléssica, proteinas sem peptideo sinal N-terminal ainda podem ser secretadas
pela via ndo classica, para avaliar essa possibilidade, utilizamos o software SecretomeP, porém,
da mesma forma, nenhuma proteina foi prevista. Além disso, nenhuma proteina foi prevista

para possuir dominios transmembranares e para estar ancorada por GPI. Todas as proteinas
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foram previstas para estarem localizadas no citoplasma e/ou no ndcleo do tripanossomatideo
(Apéndice A). A partir desses resultados, sugere-se que as proteinas do Trypanosoma evansi
encontradas neste trabalho ou séo liberadas apds a sua morte e lise celular ou sdo secretadas por
um novo mecanismo. Uma possivel hipotese é pela exocitose de microvesiculas, pois em uma
correlacdo cruzada entre diferentes estudos de protedmica de exossomos foi identificada um
conjunto de 22 proteinas comumente associadas a exossomos de varias origens (OLVER,;
VIDAL, 2007). Destes, 4 foram encontrados em nosso conjunto de dados (HSP83, piruvato
quinase, alfa e beta tubulina) corroborando também com os dados encontrados por (GEIGER

et al., 2010) que identificou as mesmas proteinas no secretoma de T. brucei.

Tabela 2 - Caracterizagdo bioquimica das proteinas de T. evansi encontradas por espectrometria
de massa

Produto Pepstat
(Gene)

Massa (kDa) Carga Ponto Isoelétrico

(Tev?'?’tlaBEtil(;g.ull.i;ZGO) 49 -19 4,4863
(Tevéﬁasg%ggll.igslo) 50 -17,5 4,6935
('?gséiré’ggs?{g.tﬂgegg) 81 -215 4,9179
(Tg/érTul\E/aastoesl.(ligéffslm) = 9.5 7,9286
Elongation factor 2 94 a5 6 1611

(TevSTIB805.10.4860)

Eukaryotic translation
initiation factor5a, putative 18 -8 4,5198
(TevSTIB805.11_01.740)

Valyl-tRNA synthetase,
putative 111 1 6,5684
(TevSTIB805.6.4610)

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Vesiculas extracelulares secretadas por patdogenos funcionam em uma variedade de
processos bioldgicos. Recentemente, estudos evidenciam que estas vesiculas contém varias
proteinas que funcionam como fatores de viruléncia, induzem anemia no hospedeiro
(SZEMPRUCH et al., 2016) e podem também alterar a motilidade social dos
tripanossomatideos (ELIAZ et al., 2017).



Tabela 3 — Localizacdo celular e caracterizagdo das proteinas de T. evansi encontradas por
espectrometria de massa

Produto SecretomeP  SignalP  TMHMM  PredGPlI WOoIfPSORT Bepipred
(Gene)

Beta tubulin
(TevSTIB805.1.2260) N N 0 N cyto 12
Alfa tubulin
(TevSTIB805.1.2310) N N 0 N cyto_nucl 10
Heat shock protein 83
(TevSTIB805.10.11560) N N 0 N cyto 14
Pyruvate kinase 1
(TevSTIB805.10.14870) N N 0 N cyto 13
Elongation factor 2
(TevSTIB805.10.4860) N N 0 N cyto 19

Eukaryotic translation
initiation factorba, putative N N 0 N cyto 6
(TevSTIB805.11_01.740)

Valyl-tRNA synthetase,
putative N N 0 N cyto 24
(TevSTIB805.6.4610)

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Legenda: Predigdo da presenga de secrecdo por via cléssica (SignalP) e ndo-cléssica (SecretomeP), presenca de
dominios transmembranares (TMHMM), ancoramento de GPI (PredGPl), quantidade de epitopos de células B
preditos para o ponto de corte 0.5 com 5 a 22 aminodcidos (BepiPred), localizagdo celular (WolfPsort). [N]:
Negativo/ausente; [cyto] citoplasma; [nucl.]nlcleo.

Ja foi visto que proteinas chaperonas, quando secretadas, sdo capazes de modular o
sistema imunolégico dos hospedeiros mamiferos e também podem atuar como mediadores da
sinalizacéo intercelular (CALDERWOOD et al., 2007).

Proteinas envolvidas no metabolismo de carboidratos, quando secretadas por parasitas,
podem estar envolvidas em fungdes ndo relacionadas a glicolise, tais como aderéncia e invasao
de parasitas, modulacdo dos sistemas imunoldgico e hemostatico do hospedeiro, promocéo da
angiogénese e aquisicio de nutrientes especificos pelos parasitas (GOMEZ-ARREAZA et al.,
2014).

Para caracterizar tais proteinas como imundgenas utilizamos o software BepiPred 2.0
utilizando o ponto de corte padrédo de 0,5 e epitopos com no minimo 5 aminoacidos e no maximo
25 aminoacidos. Foi possivel prever a presenca de epitopos de células B, sendo que as proteinas
com maior quantidade de epitopos foram a valil-tRNA sintetase e o fator de elongamento 2,

com 24e 19 epitopos, respectivamente.
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Avalil-tRNA sintetase € uma proteina que ainda ndo teve sua imunogenicidade estudada
em tripanossomatideos. O fator de elongamento 2 foi identificado como uma das proteinas que
induziram uma resposta imune em pacientes infectados com Leishmania donovani (GUPTA et
al., 2007).

A HSP83, com 14 epitopos identificados, possui uma relativa importancia, pois,
provavelmente se trata de uma proteina secretada pelo T. evansi e, de uma forma geral, a
imunogenicidade das chaperonas in vivo foram e sdo amplamente testadas: a HSP70 foi
altamente reativa nas amostras de soro de caninos infectados com Leishmania infantum (Angel
et al., 1996) e em amostras de equinos infectados com T. evansi (KUMAR et al., 2015).

Mesmo as proteinas com menos epitopos identificados, podem serem escolhidas para
estudos de imunogenicidade, pois, como exemplo, a beta tubulina (com 12 epitopos), além de
ser possivelmente uma proteina secretada, foi identificada como um dos principais antigenos
alvos de anticorpos em T. cruzi (MONTALVAO et al., 2018) e T. evansi (YADAYV, 2017).

5.3.4 Andlise de homologia das proteinas

As proteinas de T. evansi identificadas foram comparadas, por pesquisa de similaridade
pelo software OrthoVenn, a todas as proteinas anotadas das cepas STIB805 de T. evansi (para
verificacdo de genes paralogos), 5694 de T. equiperdum Y486 de T. vivax e C57BL6J de M.
musculus, para estabelecer sua conservagéo.

A andlise mostrou que nenhuma proteina resultou em sequéncia especifica para T.
evansi (singleton). O cluster ortélogo da valil-tRNA sintetase foi encontrado comumente em T.
evansi, T. vivax e M. musculus, e os demais clusters foram comuns para todas as espécies. O
nimero no diagrama de Venn representa 0 nimero de aglomerados (clusters) homélogos
(parélogos e ortélogos) que as proteinas encontradas em nossa pesquisa compartilham com as
quatro espécies (Figura 8).

Arvores filogenéticas foram geradas pelo software MEGA7 dos clusters das proteinas
mostrando a ortologia entre as proteinas encontradas no soro do animal infectado
(TevansiMassProteins) e as cepas de T. evansi (STIB805), T. equiperdum (5694), T. vivax
('Y486) e M. musculus (C57BL6J) (Apéndice B).

Para sermos mais incisivos avaliamos o grau (em porcentagem) de identidade na
sequéncia de aminoacidos entre as proteinas das diferentes cepas, os dados séo apresentados de
forma resumida no “Apéndice C” (dados completos em Apéndice D) e foram gerados a partir
da ferramenta BlastN do NCBI.



Figura 8 - Anélise comparativa de clusters das proteinas alfa tubulina, beta tubulina, HSP83,
fator de elongamento 2, fator de iniciacdo de traducdo 5A, valil-tRNA sintetase e
piruvato quinase 1.

(A)
TevansiSTIB80S
176
TevansiMassa
TvivaxY486
0
319
MmusculusC578BL6J Tequiperdum5694
(B)
Espécie Cepa Proteinas Clusters Singletons
T.evansi Massa 7 7 0
T.evansi STIB8OS 10109 7429 1405
Tvivax Y486 11394 6413 1855
T.equiperdum 5694 7765 6976 493
M.musculus C57BL6) 53096 7904 4422
(©€)
Distribuigdo de genes por organismos
Gene Anotacdo T. evansi T. equiperdum T. vivax )
¢ quipe musculus
TevSTIB805.1.2260 Beta tubulin X X X X
TevSTIB805.1.2310 Alpha tubulin X X X X
TevSTIB805.10.11560 Heat shock protein 83 X X x X
TevSTIBB05.10.14870  Pyruvate kinase 1 X X X X
TevSTIB805.10.4860  Elongation factor 2 X X X X
Eukaryotic
TevSTIBB05.11_01.740 translat oninitiation X X X X
factor5a, putative
TosTIBA0S 4610 “DHARNA synthatase, X M X

putative

Fonte: Elaborado pelo autor através do software OrthoVenn, 2018.

Legenda: Os clusters ort6logos foram gerados pelo software OrthoVenn das proteinas de T. evansi identificadas
no soro de camundongos infectados (TevansiMassa) e das cepas de T. evansi (STIB805), T. equiperdum (5694) T.
vivax (Y486) e M. musculus (C57BL6J). (A) diagrama de Venn: o nimero representa as proteinas homologas
compartilhadas de cada espécie; (B) tabela resumida das proteinas, clusters (agrupamento ortélogos ou paralogo)
e singletons (proteinas sem pares homdlogos) encontrados em cada espécie e; (C) distribuicdo dos genes/proteinas
encontrados por espectrometria de massa por organismos (cepas).
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Os alinhamentos entre as sequéncias das sete proteinas demonstram os locais de
conservacdo (Apéndice E), como pode ser observado em um fragmento da sequéncia de
aminoacidos da valil-tRNA sintetase (Figura 9). A partir desta analise também é possivel
observar que mudancas singulares na sequéncia dos aminodcidos podem alterar
significativamente a proteina, tanto bioquimicamente como morfologicamente. Como, por
exemplo, no 111° amino&cido da proteina da cepa STIB805 de T. evansi mostrado na figura,
que representa também o primeiro aminoécido de um epitopo predito, onde uma lisina (K), que
é um aminoacido polar basico (hidrofilico), é substituida por leucina (L) em T. vivax e por
leucina e valina (V) nas proteinas de M. musculus, que sdo aminoacidos apolares (hidrofébicos).
Todos os epitopos preditos pelo software BepiPred 2.0 (ponto de corte 0,5 com 5 a 25
aminoacidos) de todas as proteinas encontradas por espectrometria de massa de T. evansi estao
demonstrados no Apéndice E.

Figura 9 — Exemplo de alinhamento da sequéncia da proteina valil-tRNA sintetase entre as
cepas estudadas e epitopos preditos

TevansiMassa_TevSTIBE@S.E 111 KSEHDWGREEFLEQVWWFEENHOGVITROLRRIGLSLDWSRER TVDEQCARAY
TevansiSTIBSGS_TewSTIBEG5.6 111 KSEHDVWGREEFLEQVWWFKENHOGVITROLRRIGLSLDWSRERF TMDEQCARAY
TvivaxYdge_TvY4B6_S683878_mRNA-pl 111 LSRHDIGREQFLEHVWDFKEMHSGAITROLRRIGLSLDWTREHFTHMDEHCANAY
MmusculusCSTBLGI]_Q9Z2109 481 LNRHQLGREAFLEEVWEWHAEKGDRIYHOLEKLGSSLDWDRAC TMDPELSATY
MmusculusCSTELG]_G3UYI3 481 LNRHQLGREAFLEEVWEWHAEKGDRIYHOLEKKLGSSLDWDRACE TMDPELSATY
MmusculusCSTELGI_Q3UZAR 284 VRRHELSREDFLRAVWOWHHEKGGEIYE(QLCALGASLDWDRECH THMDAGSSAAY

FmusculusCSTBLGI_FRYIY2

Fonte: elaborado pelo autor através do Software OrthoVenn, 2018.

Legenda: Alinhamento de um fragmento da proteina de T. evansi identificada como valil-tRNA sintetase
(TevansiMassa_TevSTIB805.6; iniciado no aminoécido 111) para comparacdo de similaridade com todas as
proteinas anotadas das cepas STIB805 de T. evansi (TevansiSTIB805_ TevSTIB805.6), 5694 de T. equiperdum
(sem cluster ortélogo para esta proteina), Y486 de T. vivax(TvivaxY486_TvY486 0603870 mRNA-pl) e
C57BL6J de M. musculus (MmusculusC57BL6J_Q9Z21Q9,MmusculusC57BL6J_G3UY93,
MmusculusC57BL6J_Q3U2A8, MmusculusC57BL6J_F6YJY?2). Grifado em amarelo os epitopos preditos deste
fragmento por BepiPred 2.0.

Todas as proteinas encontradas de T. evansi tiveram similaridade proxima a 100%
quando comparada com a propria cepa de T. evansi (STIB805), 0 que mostra uma variagao
entre 0s genes paralogos, e também com a cepa de T. equiperdum (5694), exceto a proteina
valil-tRNA sintetase, pois ndo foi encontrado homélogo na cepa de T. equiperdum. Dentre as
proteinas comparadas com a cepa de T. vivax (Y486), as proteinas que menos tiveram
similaridade foram a piruvato quinase 1 e a valil-tRNA sintetase com 88 e 81% de identidade,
respectivamente.

Todas as proteinas comparadas com a cepa de M. musculus tiveram identidade menor

que 85%, sendo a beta tubulina e alfa tubulina as mais similares (85 e 84%, respectivamente) e



as demais tiveram similaridade de 62% (fator de elongamento 2 e HSP83), 48% (piruvato
quinase 1), 47% (valil-tRNA sintetase) e 41% (fator de iniciacdo de traducdo 5A). Mesmo a
beta tubulina sendo uma das proteinas com maior similaridade entre todas as cepas, ja foi visto
que anticorpos produzidos em animais vacinados contra beta tubulina reconheceram apenas a
beta tubulina de T. evansi, e ndo a de camundongo (LI et al., 2007). Pois, embora a proteina
seja altamente conservada, alteracfes sutis na sequéncia e estrutura foram demonstradas entre
tripanossomatideos e mamiferos (SULLIVAN; CLEVELAND, 1986).

Como a maioria dos eucariotos, todos 0s parasitas protozoarios apresentam um ortélogo
HSP83 - também referida como HSP90 ou HSP86 - em seus genomas (PIZARRO et al., 2003).
Faya, Penkler e Bishop (2015) mostraram que apesar dessa conservacao estrutural geral, as
proteinas HSP83 de varios parasitas possuem caracteristicas Unicas que as separam das
proteinas HSP83 dos hospedeiros e dos vetores. Entdo, além da HSP83 ser possivelmente uma
proteina altamente imunogena, ela pode ser altamente sensivel e especifica para o diagndstico
de T. evansi.

A valil-tRNA sintetase € uma proteina que merece destaque, pois, teve 24 epitopos
identificados e, além disso, quando feita a comparacdo com as outras cepas, foi uma das que
tiveram menor similaridade.

Os dados sugerem que todas as proteinas de T. evansi identificadas no soro de
camundongos infectados deste trabalho séo alvos de futuros estudos para caracterizacdo de
imunogenicidade, sendo potenciais proteinas biomarcadoras da infeccdo.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de identificar possiveis proteinas de
Trypanosoma evansi circulantes no soro de camundongos infectados candidatas a
biomarcadores, utilizando como principais metodologias a deplecdo das proteinas de alta
abundancia através do kit comercial ProteoSpin® e a identificacdo e caracterizagdo das
proteinas por LC-MS/MS e bioinformatica.

Através desta abordagem, foram identificadas 7 proteinas no soro de um Gnico animal
infectado: alfa tubulina, beta tubulina, HSP83, fator de elongamento 2, fator de iniciacdo da
traducdo 5A, valil t-RNA sintetase e piruvato quinase 1. Todas foram preditas estarem
localizadas no citoplasma e/ou nicleo celular e ndo possuirem via de secre¢do conhecidas
atualmente (classica e ndo-classica). Ter encontrado estas proteinas no soro do camundongo
sugere que o T. evansi possivelmente utiliza outra forma de secrecdo de proteinas, nossa
principal hipotese seria a exocitose de microvesiculas.

Foram previstos epitopos de células B em todas as proteinas, sendo que outros trabalhos
com tripanossomatideos ja testaram a imunogenicidade de algumas destas proteinas.

Quando feita a comparacdo de homologia entre as proteinas identificadas neste trabalho
com as proteinas das cepas de T. equiperdum (5694), T. vivax (Y486) e M. musculus
(C57BLS6J), de uma forma geral, a proteina valil-tRNA sintetase foi a que menos apresentou
similaridade, sendo que seu cluster ortdlogo ndo foi encontrado em T. equiperdum. Apesar desta
analise, devemos levar em consideracdo que cada proteina possui caracteristicas Gnicas entre
as diferentes cepas, ndo excluindo nenhuma proteina para testes futuros.

Se um biomarcador usado para o desenvolvimento de testes de diagndstico for uma
proteina tripanossdmica conservada e encontrada em diversas subespécies, permitiria um
diagnostico geral para as tripanossomoses. Por outro lado, se fosse um biomarcador com baixa
similaridade entre os tripanossomatideos, ou até mesmo conservada, mas com caracteristicas
Unicas entre as proteinas, permitiria um diagndstico espécie especifico.

Este trabalho foi baseado em um unico animal infectado e um animal controle.
Infelizmente, ndo conseguimos enviar mais amostras para a analise de espectrometria de massa
durante a vigéncia do mestrado, pois obtivemos diversos imprevistos como a disparidade do
periodo patente entre os animais, tentativa sem sucesso da cronicidade da doenca, dificuldade
de deplecéo das proteinas de alta abundancia, o desconhecimento da interpretacdo dos dados
obtidos pela espectrometria de massa e a fila para obter os resultados das analises do

espectrometro de massa.



Os dados obtidos fornecem um forte indicio para a descoberta de proteinas diagnosticas
do tripanossoma no soro animal. No entanto, vale lembrar que este tipo de experimento deve
ser replicado antes que os resultados permitam a selecdo de proteinas diagnosticamente (teis.
O préximo passo para o estudo final seria repetir a analise por LC-MS/MS com o0s soros ja
coletados dos grupos controle e infectado (pool de 5 animais com 3-5 dias de infeccdo) com
repeticdes bioldgicas.

Posteriormente, seria interessante tentar novamente a cronicidade da infeccéo, ou até
mesmo coletar soro de animais naturalmente infectados na fase cronica da doenca, para avaliar
se tais proteinas persistem no soro. Desta forma, os antigenos proteicos poderiam ser
identificados tanto para o diagndstico precoce quanto para o diagnostico na fase cronica, ou
serviriam para o estadiamento da “surra”.

A estratégia seguinte seria a validacdo dos potenciais biomarcadores. 1sso iniciaria com
escolha dos antigenos proteicos circulantes e a partir disso a utilizagdo como imundgenos para
produzir anticorpos policlonais para uso em ensaios de ELISA e Western Blot. Os resultados
dessa triagem preliminar indicariam os biomarcadores mais Uteis e confidveis e orientariam a
criacédo de anticorpos monoclonais para uso em um teste padronizado, para posterior validagdo
no campo e, finalmente, para diagnostico e monitoramento de infec¢Bes por tripanossomas.

Os dados obtidos pelo trabalho apresentado nesta dissertacao orientardo 0s n0ssos NOVos

experimentos.
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APENDICES

APENDICE A — Localizago celular e predicdo de peptideo sinal das proteinas identificadas de

T. evansi.
]
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|
™
Fonte: elaborado pelo autor através do Software Protter, 2018.

Legenda: (A) valil-tRNA sintetase (B) alfa tubulina (C) heat shock 83 (D) fator de elongamento 2 (E) beta tubulina
(F) piruvato quinase 1 (G) fator de iniciagdo de traducdo 5A.
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APENDICE B — Arvores filogenéticas geradas pelo software MEGA?7 dos clusters das
proteinas (A) beta tubulina, (B) alfa tubulina, (C) heat shock 83 (D) piruvato quinase 1 (E) fator
de elongamento 2 (F) fator de iniciacdo de traducdo 5A e (G) valil-tRNA sintetase mostrando
a ortologia entre as proteinas encontradas no soro do animal infectado (TevansiMassProteins)
e as cepas de T. evansi (STIB805),T. equiperdum (5694), T. vivax (Y486) e M. musculus
(C57BLS6J).

(A)  Betatubulina
TevansiMassalTevSTIB805.1.2260-t26 1-p1
Tequiperdum5694|SCUS6934.1
TevansiSTIBE0S|TevSTIBE0S.1.2260-126 1-p1
TevansiSTIBB0S|TevSTIBE0S5.1.2300-126 1-p1
TevansiSTIBB0S|TevSTIBE0S5.1.2280-126 1-p1
TevansiSTIBBOS|TevSTIBE0S5.1.2240-126 1-p1
TvivaxY486(TvY486 0101200 mRNA-p1
MmusculusC57BL6JP9S024 Tvivax¥486|TvY486 0101140 mRNA-p1
MmusculusC57BLEJIQODEFD

MmusculusC57BLE.JIPEB372
— MmusculusC57BLEJIOT TMMS
'M lusC57BLEJQOCWF2
rsEE ; l MmusculusC57BLEJQ%22F 4

b MmusculusC57BL6JJQSERD7

0.020

(B)  Alfatubulina

TevansiSTIBBOS|TevSTIBB0S5.1.2290-t26_1-p1
TevansiSTIBEOS|TevSTIBE0DS5.1.2270-126_1-p1
TevansiSTIBE05|TevSTIBE05.1.2310-126_1-p1
TevansiMassa|TevSTIB805.1.2310-t26_1-p1
TevansiSTIEB05TevSTIBE05.1.2250-126 1-p1

Tequiperdum5694|SCUSES35 1
MmusculusC57BL6JP05214 TvivaxY486|TvY486_0101130:mRNA-p1

MmusculusCS57BLEJQ9JJZ2
MmusculusC57BLBJ|IPE8369

MmusculusC57BLE6JIPEB3TI
MmusculusC57BLBJIPDS5213
MmusculusC57BLEJADADADMOAS

0.020 ' MmusculusC57BLEJ|PEB368

(C)  Heat shock 83

TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11480-t126 _1-p1
TevansiSTIB805[TevSTIB805.10.11470-t26_1-p1
TevansiSTIB805|TevSTIB805 10.11500-t26_1-p1
TevansiSTIB805|TevSTIB805 10.11520-126_1-p1
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11530-t26_1-p1
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11550-t126_1-p1
(Tequiperdum5694}SCU68024 1

TevansiSTIB805|TevSTIB805 10.11490-t26_1-p1

TevansiMassa|TevSTIB805.10.11560-t126_1-p1

JTevansiSTIBSOS{TevSTIBSOS 10.11560-t26_1-p1

| ~— TevansiSTIB805|TevSTIB805 10.11540-t26 1-p1
L TevansiSTIB805/TevSTIB805.10.1 1510-t26_1-p1
TvivaxY486|TvY486_1010600:mRNA-p1

MmusculusC57BL6J|P11499
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(D)  Piruvato quinase 1
MmusculusC57BLEJE9Q509
MmusculusC57BL6J|G3X925
MmusculusC57BL6J|P53657
MmusculusC57BL6J|P52480
TevansiMassa|TevSTIB805.10.14870-t26 1-p1
Teguiperdum5694|SCU68101.1
TevansiSTIB805|TevSTIB805 10.14870-126 1-p1

—— TvivaxY486[TvY486 1013590 mRNA-p1
[ Tequiperdums694|SCUS8100.1

(E)  Fator de elongamento 2

TevansiMassa|TevSTIB805 10 4860-126 1-p1
Tequiperdum5694|SCUST402.1
TevansiSTIB805|TevSTIBE0S. 10.4860-126 1-p1
TevansiSTIBE0S|TevSTIBE0S 10.4850-126 1-p1

Twivax¥4B86(TyY486 1004590 mRNA-p1
Twivax¥486(TvY486 1004580 mRNA-p1

MmusculusC57BLEJIP58252
0,050

(F)  Fator de iniciagdo de traducdo 5A

TevansiSTIBE0S5|TevSTIBB05.11 01.740-126 1-p1
TevansiMassa|TevSTIBE05 11 01.740-t26 1-p1
Tvivax¥Y486|TvY486 1100590 mRNA-p1
MmusculusC57BLEJQEBGY?2
MmusculusC57BLEJ|IPE3242
4{MmusculusCﬁ?BLﬁJMﬂAﬂAﬂMQMD

MmusculusC57BLEJ|J3QPSE

Tequiperdum5694|3CUS9592.1

0.10

(G) Valil-tRNA sintetase

| MmusculusC57BLEJ|Q9Z10Q9
' MmusculusC57BLEJIG3IUYS3

—MmusculusC57BLEJQ3UA8
L — MmusculusC57BLEJF6YJY2
TvivaxY486|TvY486 0803870:mRNA-p1

TevansiMassa|TevSTIB80S5 .6 4610-126 1-p1
TevansiSTIBB05|TevSTIB805 6. 4610-126 1-p1

0.10



APENDICE C - Resumo das semelhancas na sequéncia de aminoacidos entre as proteinas de
T. evansi encontradas por espectrometria de massa e as proteinas do genoma da cepa de T.
evansi (STIB805), T. vivax (Y486), T. equiperdum (5694) e M. musculus (C57BL86J).
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Legenda: [Qtd] quantidade de proteinas homdlogas encontradas dentro da mesma cepa; [1d%] semelhanga de
aminoacidos em porcentagem entre as proteinas homélogas das diferentes cepas; [DP%] desvio padrdo da média
entre as proteinas homologas da mesma cepa.
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APENDICE D — Semelhancas na sequéncia de aminoacidos entre as proteinas de T. evansi
encontradas por espectrometria de massa e as diferentes proteinas encontradas no genoma da
cepade T. evansi (STIB805), T. vivax (Y486), T. equiperdum (5694) e M. musculus (C57BL6J).

BETA TUBULINA:

Description Max Total Query E- Ident
score score cover value
TevansiSTIB805|TevSTIB805.1.2260-t26_1-p1 904 904 100% 0.0 100%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.1.2240-126_1-p1 900 900 99% 0.0 100%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.1.2280-126_1-p1 900 900 99% 0.0 100%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.1.2300-t26_1-p1 900 900 99% 0.0 100%
Tequiperdum5694|SCU66934.1 900 900 99% 0.0 100%
TvivaxY486|TvY486_0101140:mRNA-pl 899 899 99% 0.0 99%
TvivaxY486|TvY486_0101200:mRNA-pl 899 899 99% 0.0 99%
MmusculusC57BL6J|P99024 761 761 96% 0.0 87%
MmusculusC57BL6J|P68372 760 760 96% 0.0 87%
MmusculusC57BL6J|QI9CWF2 758 758 96% 0.0 86%
MmusculusC57BL6J|Q9D6F9 754 754 96% 0.0 86%
MmusculusC57BL6J|Q7TMM9 753 753 96% 0.0 85%
MmusculusC57BL6J|Q9ERD7 738 738 99% 0.0 82%
MmusculusC57BL6J|Q922F4 721 721 96% 0.0 82%
ALFA TUBULINA:
Description Max Total Query E- Ident
score score cover value

TevansiSTIB805|TevSTIB805.1.2250-t26_1-p1 942 942 100% 0.0 100%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.1.2270-t26_1-p1 942 942 100% 0.0 100%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.1.2290-t126_1-p1 942 942 100% 0.0 100%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.1.2310-t26_1-p1 942 942 100% 0.0 100%
TvivaxY486|TvY486_0101130:mRNA-pl 940 940 100% 0.0 99%
Tequiperdum5694|SCU66935.1 934 934 100% 0.0 99%
MmusculusC57BL6J|P68373 801 801 100% 0.0 84%
MmusculusC57BL6J|P05214 797 797 97% 0.0 86%
MmusculusC57BL6J|P68369 797 797 97% 0.0 86%
MmusculusC57BL6J|P05213 793 793 97% 0.0 85%
MmusculusC57BL6J|P68368 776 776 98% 0.0 82%
MmusculusC57BL6JJAOAOAOMQAS 771 771 97% 0.0 82%
MmusculusC57BL6J|Q9JJZ2 752 752 97% 0.0 80%




HSP83:

Description Max Total Query E- Ident
score score cover value
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11560-t26_1-p1 | 1450 1450 100% 0.0 100%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11470-t26_1-p1 | 1426 1426 100% 0.0 99%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11480-t26_1-p1 | 1426 1426 100% 0.0 99%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11500-t26_1-p1 | 1426 1426 100% 0.0 99%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11520-t26_1-p1 | 1426 1426 100% 0.0 99%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11530-t26_1-p1 | 1426 1426 100% 0.0 99%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11490-t26_1-p1 | 1425 1425 100% 0.0 99%
Tequiperdum5694|SCU68024.1 1422 1422 100% 0.0 99%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11550-t26_1-p1 | 1421 1421 100% 0.0 99%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11510-t26_1-p1 | 1329 1329 100% 0.0 93%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.11540-t26_1-p1 | 1204 1204 100% 0.0 96%
MmusculusC57BL6J|P11499 843 843 99% 0.0 62%
TvivaxY486|TvY486_1010600:mRNA-pl 838 1541 100% 0.0 91%
FATOR DE ELONGAMENTO 2:
Description Max Total Query E-value Ident
score score cover
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.4860-t26_1-p1 1759 1759 100% 0.0 100%
TevansiSTIB805|TevSTIB805.10.4850-t26_1-p1 1754 1754 100% 0.0 99%
Tequiperdum5694|SCU67402.1 1754 1754 100% 0.0 99%
TvivaxY486|TvY486_1004580:mRNA-pl 1641 1641 100% 0.0 94%
MmusculusC57BL6J|P58252 1064 1064 100% 0.0 62%
TvivaxY486|TvY486_1004590:mRNA-pl 1003 1258 80% 0.0 96%
FATOR DE INICIACAO DE TRADUCAO 5A:
Description Max Total Quer  E-value Ident
score score y
cover
TevansiSTIB805|TevSTIB805.11_01.740-t26_1- 342 342 100% 4,00E-127  100%
1
'Fl)'equiperdum5694|SCU69592.1 342 342 100% 4,00E-127  100%
TvivaxY486|TvY486_1100590:mRNA-pl 320 320 100% 2,00E-118  92%
MmusculusC57BL6J|P63242 142 142 93%  5,00E-48 43%
MmusculusC57BL6J|Q8BGY2 141 141 95%  9,00E-48 46%
MmusculusC57BL6J|JAOACAOMQMO 141 141 86%  9,00E-48 45%
MmusculusC57BL6J]|J3QPS8 47.4 47.4 51%  6,00E-12 29%




VALIL-tRNA SINTETASE:
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Description Max  Total Query E-value Ident
score  score cover

TevansiSTIB805|TevSTIB805.6.4610-t26_1-p1 | 2022 2022 100% 0.0 100%
TvivaxY486|TvY486_0603870:mRNA-pl 1704 1704 100% 0.0 81%
MmusculusC57BL6J|Q9Z1Q9 898 898 99% 0.0 47%
MmusculusC57BL6J|G3UY93 892 892 97% 0.0 48%
MmusculusC57BL6J|Q3U2A8 807 807 95% 0.0 45%
MmusculusC57BL6J|F6YJY2 499 499 56% 1,00E-169 48%




APENDICE E —Alinhamento das sequéncias de aminoéacidos das proteinas de T. evansi
encontradas por espectrometria de massa com o0s aminoacidos das proteinas homdlogas
encontradas no genoma das cepas de T. evansi (STIB805), T. vivax (Y486), T. equiperdum
(5694) e M. musculus (C57BL6J). Grifados em amarelo os epitopos preditos por BepiPred 2.0

na sequéncia de aminodacidos das proteinas encontradas por espectrometria de massa.

BETA TUBULINA:

TvivaxY486_TvY486_0101200 _mRNA-pl 1 MREIVCVOAGOCGNOIGSKFWEVISDEHGYD  TGTYQGDSDLOLERINVYFDEATGGRYV RSVLIDLE GTMDSVRAGH YGOIFRDNFIFGOSGAGHNN
TvivaxY486_TvY486_0101148_mRNA-pl 1 MREIVCVOAGOCGNOIGSKFWEVISDEHGYD  TGTYQGDSDLOLERINVYFDEATGGRYV- RSVLIDLE GTHDSVRAG DNFIFGOSGAGHNN
Tequiperdumd694 SCU66934 1 MREIVCVOAGOCGNOIGSKFWEVISDEHGYD  TGTYQGDSDLOLERINVYFDEATGGRYV RSVLIDLE GTMDSVRAG OSGAGNN
TevansiSTIB8@5_TevSTIB8@5.1 1 MREIVCVOAGOCGNOIGSKFWEVISDEHGYD TGTYQGDSDLOLERINVYFDEATGGRYV - RSVLIDLE GTHDSVRAG QSGAGNN
TevansiSTIB8@5 TevSTIB8@5.1 1 MREIVCVOAGOCGNOIGSKFWEVISDEHGYD  TGTYQGDSDLOLERINVYFDEATGGRYV RSVLIDLE GTHMDSVRAG DNFIFGOSGAGHNN
TevansiSTIB8@5_TevSTIB8@5.1 1 MREIVCVOAGOCGNOIGSKFWEVISDEHGVD  TGTYQGDSDLOLERINVYFDEATGGRYV - RSVLIDLE GTHDSVRAG DNFIFGOSGAGHN
TevansiMassa_TevSTIBBO5.1 1MR........... NQIGSKFWEVISDEHGVDF TGTYQGDSDLOLERINVYFDEATGGRYV RSVLIDLE GTMDSVRAG YGOIFR' DNFIFGOSGAGHNN
TevansiSTIB8@5_TevSTIB8@5.1 1MR........... NOIGSKFWEVISDEHGVD TGTYQGDSDLOLERINVYFDEATGGRYV RSVLIDLE GTHDSVRAG  YGOLFR DNFIFGOSGAGHN
MmusculusC57BL6]_Q7TMM9 1 MREIVHIOAGOCGNOIGAKFWEVISDEHGID  TGSYHGDSDLOLERINVYYNEAAGNKYV RAILVDLE GTMDSVRSG  FGOIFRDNFVFGOSGAGHNN
MmusculusC57BL6]_Q9CWF2 1 MREIVHICAGOCGNOIGAKFWEVISDEHGID  TGSYHGDSDLOLERINVYYNEATGNKYV-RAILVDLE GTHMDSVRSG DNF QSGAGNN
MmusculusC57BL6]_P99824 1 MREIVHICAGOCGNOIGAKFWEVISDEHGID  TGTYHGDSDLOLDRISVYYNEATGGKYV-RAILVDLE GTHMDSVRSG DNFVFGOSGAGHN
MmusculusC57BL6]_Q9D6F9 1 MREIVHLOAGOCGNOIGAKFWEVISDEHGID  TGTYHGDSDLOLERINVYYNEATGGNYV - RAVLVDLE GTMDSVRSGH FGOIFRDNFVFGOSGAGHN
MmusculusC57BL6]_P68372 1 MREIVHLOAGOCGNOIGAKFWEVISDEHGID  TGTYHGDSDLOLERINVYYNEATGGKYV RAVLVDLE GTMDSVRSGH FGOIFRDNFVFGOSGAGHNN
MmusculusC57BL6]_0922F4 1 MREIVHICAGOCGNOIGTKFWEVISDEHGIDQAGGYVGDSALOLERISVYYNESSSKKYV RAALVDLE  GTMDSVRSG FGOLFRIDNFIFGOTGAGHNN
MmusculusC57BL6]_Q9ERD7 1 MREIVHIDAGOCGNOIGAKFWEVISDEHGID! SGNYVGDSDLOLERISVYYNEASSHKYV RAILVDLE" GTMDSVRSGAFGHLFRDNFIFGOSGAGHN
TvivaxY486_TvY486_0101200_mRNA-pl 181 WAKGHYTEGAELIDSVLDVCCKEAESCDCLOGFOICHSLGGGTGSGMGTLLISKLREQY 'DRIMMTFSIIFSFKVSDTVVESYNTTLSVHOLVENSDESM
Tvivax¥486_TvY486_0101148 _mRNA-pl 181 WAKGHYTEGAELIDSVLDVCCKEAESCDCLOGFOICHSLGGGTGSGMGTLLISKLREQY DRIMMTFSIINSHKVSDTVVE  YNTTLSVHOLVENSDESM
Tequiperdum4694_SCU66934 181 WAKGHYTEGAELIDSVLDVCCKEAESCDCLOGFOICHSLGGGTGSGMGTLLISKLREQY DRIMMTFSIINSFKVSDTVVE  YNTTLSVHOLVENSDESM
TevansiSTIB8@5 TevSTIB8@5.1 101 WAKGHYTEGAELIDSVLDVCCKEAESCDCLOGFOICHSLGGGTGSGMGTLLISKLREQY DRIMMTFSIINSFKVSDTVVE YNTTLSVHOLVENSDESM
TevansiSTIBBG5_TevSTIBB@5.1 181 WAKGHYTEGAELIDSVLDVCCKEAESCDCLOGFOICHSLGGGTGSGMGTLLISKLREQY DRIMMTFSIINSFKVSDTVVES YNTTLSVHOLVENSDESM
TevansiSTIBB@S_TevSTIBBOS5.1 181 WAKGHYTEGAELIDSVLDVCCKEAESCDCLOGFQICHSLGGGTGSGMGTLLISKLREQY DRINMTFSIIFSFKVSDTVVES YNTTLSVHOLVENSDESM
TevansiMassa_TevSTIB8O5.1 90 WAKGHYTEGAELIDSVLDVCCKEAESCDCLOGFOICHSLGGGTGSGMGTLLISKLREQY DRIMMTFSIIFS KVSDTVVE-YNTTLSVHOLVENSDESM
TevansiSTIB8@5 TevSTIB8@5.1 90 WAKGHYTEGAELIDSVLDVCCKEAESCDCLOGFOICHSLGGGTGSGMGTLLISKLREQY DRIMMTFSIIFSFKVSDTVVESYNTTLSVHOLVENSDESM
MmusculusC57BL6]_Q7TMMS 181 WAKGHYTEGAELVDSVLDVVRKESESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEY DRIMNTFSVM-SFKVSDTVVES YNATLSVHOLVENTDETY
MmusculusC57BL6]_Q9CWF2 181 WAKGHYTEGAELVDSVLDVVRKESESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEY DRIMNTFSVM-SHKVSDTVVE  YNATLSVHOLVENTDETY
MmusculusC57BL6]_P99024 181 WAKGHYTEGAELVDSVLDVVRKEAESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEY 'DRIMNTFSVV-SHKVSDTVVE  YNATLSVHOLVENTDETY
MmusculusC57BL6]_Q9D6F9 101 WAKGHYTEGAELVDAVLDVVRKEAESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEF DRIMNTFSVVESEKVSDTVVE  YNATLSVHOLVENTDETY
MmusculusC57BL6]_P68372 181 WAKGHYTEGAELVDSVLDVVRKEAESCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEY DRIMNTFSVVESEKVSDTVVES YNATLSVHOLVENTDETY
MmusculusC57BL6]_Q922F4 181 WAKGHYTEGAELVDSVLDVVRKECEHCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEY DRIMNTFSVM-S-KVSDTVVE  YNATLSVHOLVENTDETY
MmusculusC57BL6]_Q9ERD7 101 WAKGHYTEGAELVDSVLDVVRKECENCDCLOGFOLTHSLGGGTGSGMGTLLISKVREEY 'DRIMNTFSVVESEKVSDTVVEYNATLSIHOLVENTDETY
Tequiperdumd694 SCU66934 201 CIDNEALYDICFRTLKLTTFTFGDLNHLVSAVVSGVTCCLRFPGOLNSDLRKLAVNLVEFPRLHFFMMGFAS LTSRGSQOYRGLSVFELTOOMFDAKNMM
TevansiSTIBBO5_TevSTIB8@5.1 201 CIDNEALYDICFRTLKLTTFTFGDLNHLVSAVVSGVTCCLRFFGOLNSDLRKLAVNLVEFZRLHFFMMGFAS LTSRGSOOYRGLSY
TevansiSTIB8@5_TevSTIB8@5.1 201 CIDNEALYDICFRTLKLTTSTFGDLNHLVSAVVSGVTCCLRFPGOLNSDLRKLAVNLVEF MMGFAFLTSRGSQQYRGLSV!
TevansiSTIB8@5_TevSTIB8@5.1 201 CIDNEALYDICFRTLKLTTS TFGDLNHLVSAVVSGVTCCLRFPGOLNSDLRKLAVNLVEF MMGFAFLTSRGSQQYRGLSVFELTQOMFDAKNMM
TevansiMassa_TevSTIB8O5.1 19¢ CIDNEALYDICFRTLKLTT TFGDLNHLVSAVVSGVTCCLRF GOLNSDLRKLAVNLVFF MMGFAFLTSRGSQQYRGLSVF ELTQOMFDAKNMM
TevansiSTIB8@5_TevSTIB8@5.1 19¢ CIDNEALYDICFRTLKLTTSTFGDLNHLVSAVVSGVTCCLRFFGOLNSDLRKLAVNLVEF MMGFAPLTSRGSQQYRGLSV!
MmusculusC57BL6]_Q7TMMS 281 SIDNEALYDICFRTLKLTTSTYGDLNHLVSATMSGVTTCLRFFGOLNADLRKLAVNMV:F MPGFAFLTSRGSOOYRALTV!
MmusculusC57BL6]_Q9CWF2 201 CIDNEALYDICFRTLKLTTSTYGDLNHLVSATMSGVTTCLRFFGOLNADLRKLAVNMV:F IPGFA"LTSRGSOOYRALTV
MmusculusC57BL6]_P99024 201 CIDNEALYDICFRTLKLTTSTYGDLNHLVSATMSGVTTCLRFFGOLNADLRKLAVNMV:F IPGFA"LTSRGSOOYRALTV
MmusculusC57BL6]_Q9D6FS 201 CIDNEALYDICFRTLELTTFTYGDLNHLVSATMSGVTTCLRFFGOLNADLREKLAVNMVEF IPGFA"LTSRGSOOYRALTV
MmusculusC57BL6]_P68372 201 CIDNEALYDICFRTLELTTFTYGDLNHLVSATMSGVTTCLRFFGOLNADLREKLAVNMVEF IPGFA"LTSRGSOOYRALTV
MmusculusC57BLe]_Q922F4 201 CIDNEALYDICFRTLELTTFTYGDLNHLVSATMSGVTTSLRFFGOLNADLRKLAVNMVE FERLHFFMPGFAS LTARGSOOYRALTV
MmusculusC57BL6]_Q9ERD7 201 CIDNEALYDICFRTLKLATFTYGDLNHLVSATMSGVTTSLRFIGOLNADLRKLAVNMVE FERLHFFMPGFAY LTARGSOOYRALTV
TvivaxY486_TvY486 0101200 _mRNA-pl 301 QAAD"RHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFIEWIFNNIKSSVCDIFFKGLKMAVTFIGNNTCIOEMFRRVGEQFTAMFRRKAFLHWYTG
TvivaxY486_TvY486 0101140 mRNA-pl 301 QAAD”RHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFIEWIFNNIKSSVCDIFFKGLKMAVTFIGNNTCIOEMFRRVGEQFTAMFRRKAFLHWYTG
Tequiperdumd694_SCU66934 301 QAAD”RHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFIEWIFNNIKSSVCDIFFKGLKMAVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQFTLMFRRKAFLHWYTG
TevansiSTIBBAS5_TevSTIBSB5.1 381 QAAD"RHGRYLTASALFRGRMSTKEVDE NVONKNSSYFIEWIFNNIKSSVCDIFFKGLKMAVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQF TLMFRRKAFLHWYTG
TevansiSTIB8OS5_TevSTIBSOS5.1 301 QAAD"RHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFIEWIFNNIKSSVCDIFFKGLKMAVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQF TLMFRRKAFLHWYTG
TevansiSTIB8OS5_TevSTIBSOS5.1 301 QAAD"RHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFIEWIFNNIKSSVCDIFFKGLKMAVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQF TLMFRRKAFLHWYTG
TevansiMassa_TevSTIB8G5.1 298 QAAD RHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFIEWIFNNIKSSVCDIN - KGLKMAVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQF TLMFRRKAFLHWYTG
TevansiSTIB8@5 TevSTIBSOS.1 298 QAAD”RHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVONKNSSYFIEWIFNNIKSSVCDIFFKGLKMAVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQFTLMFRRKAFLHWYTG
MmusculusC57BL6]_Q7TMMS 301 AACD"RHGRYLTVAAIFRGRMSMKEVDEQMLNVONKNSSYFVEWIFNNVKTAVCDIFPRGLKMSATFIGNSTAIOELFKRISEQFTAMFRRKAFLHWYTG
MmusculusC57BL6]_Q9CWF2 301 AACD RHGRYLTVAAIFRGRMSMKEVDE NVONKNSSYFVEWIFNNVKTAVCDIFFRGLKMSATFIGNSTATIQELFKRISEQF TAMFRRKAF LHWYTG
MmusculusC57BL6]_P99824 301 AACD"RHGRYLTVAAVFRGRMSMKEVDE NVQNKNSSYFVEWIFNNVKTAVCDIF P RGLKMAVTFIGNSTAIQELFKRISEQF TAMFRRKAFLHWYTG
MmusculusC57BL6]_Q9D6FS 301 AACD"RHGRYLTVAAVFRGRMSMKEVDEQMLSVQSKNSSYFVEWIFNNVKTAVCDIF P RGLKMAATFIGNSTAIQELFKRISEQF TAMFRRKAFLHWYTG
MmusculusC57BL6]_P68372 301 AACD"RHGRYLTVAAVFRGRMSMKEVDEQMLNVONKNSSYFVEWI-NNVKTAVCDIFFRGLKMSATFIGNSTAIQELFKRISEQF TAMFRRKAFLHWYTG
MmusculusC57BL6]_Q922F4 301 AACD"RHGRYLTVATVFRGPMSMKEVDEQMLAIQNKNSSYFVEWI-NNVKVAVCDIFFRGLKMASTFIGNSTAIQELFKRISEQFSAMFRRKAFLHWFTG
MmusculusC57BL6]_Q9ERD7 301 AACD-RHGRYLTVATVFRGRMSMKEVDEQMLAIQSKNSSYFVEWI-NNVKVAVCDIFFRGLKMSSTFIGNSTAIQELFKRISEQF TAMFRRKAFLHWYTG
TvivaxY486_TvY486_0101200_mRNA-pl 481 EGMDEMEFTEAESNVNDLVSEYQQYQODATIEEEGE.FDEEEQY

TvivaxY486_TvY486_0101146_mRNA-pl 401 EGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDATIEEEGE.FDEEEQY

Tequiperdum4694_SCU66934 491 EGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQOYQDATIEEEGE.FDEEEQY

TevansiSTIB8@5 TevSTIB8@5.1 491 EGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDATIEEEGE.FDEEEQY
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499
499

FYIDYPQLTNAVRPGGSIYVDDGVMTLRVLSKEDDS TLKCHVNNHHR

FYIDYPQLTTAVRPGGHIYVDDGVLNLKVLSVEDDCTLKCYVNNHHRLTDREGCHL
FYIDYPQLTNAVRPGGSIYVDDGVMTLRVVSKEDDRTLKCHVNNHHRLTDRRGINL
FYIDYPQLTNAVRPGGS IYVDDGVMTLRVVSKEDDRTLKCHVNNHHRLTDRRGINL

LWLDYKNICKVVEVGSKIYVDDGLISL . QVKEKGADFLVTEVENGGSLGSKKGVHL
VWVDYHNITQVVAVGGRIYIDDGLISL . VVRKIGPEGLVTEVEHGGFLGNRKGVNL
VWVDYHNITQVVAVGGRIVIDDGLISL . VWRKIGPEGLVTEVEHGGFLGNRKGVNL
VWVDYHNITQVVAVGGRIYIDDGLISL. VWRKIGPEGLVTEVEHGGFLGNRKGVHL

RSD. .AEV
AVLGEKGKDTMIISKIENHQGVQNIDAITEASDGIMVARGDLGVEL
AALGEKGKDILIISKIENHQGVQNIDSIIEASNGIMVARGDLGVEL
AALGEKGKDILIISKIENHQGVQNIDSIIEASNGIMVARGDLGVEL
AALGEKGKDILIISKIENHQGVQNIDSITEASNGIMVARGDLGVEL
KVLGEKGKNIKIISKIENHEGVRRFDEILEASDGIMVARGDLGIEL
DALGPEGRGIKIISKIENHEGVKKFDEILEVSDGIMVARGDLGIEL
DALGPEGRGIKIISKIENHEGVKKFDEILEVSDGIMMARGDLGIEL
DALGPEGRGIKIISKIENHEGVKKFDEILEVSDGIMVARGDLGIEL

ADCVML

GCDVEL
GCEVDL
GCEVDL

GAAVDL
NAEVDL
NAEVDL
NAEVDL

RE
AEKVVVAOMCTIISKCNVAGK
AEKVCVAOMCIISKCNVVGK
AEKVCVAOMCIISKCNVVGK
AEKVCVAOMCTIISKCNVVGH
AEKVFLAQKMMIGRCNRAGK
AEKVFLAOKMMIGRCNLAGK
AEKVFLAQKMMIGRCNLAGK
AEKVFLAQKMMIGRCNLAGK

AVSEKDRKDLIFGVEQGVDMIFASFIRTAEQVREVR
AVSEKDRKDLEFGVAQGVDMIFASFIRTAEQVREVR
AVSEKDRKDLEFGVAQGVDMIFASFIRTAEQVREVR

MIFASFIRTAEQVREVR

ILESMTTNPR!
VICATQMLESMTSNPR!
VICATQMLESMTSNPR!
VICATQMLESMTSNPR!
VICATQMLESMIKKPR!
VVCATOMLESMITKAR!
VVCATOMLESMITKAR!
VVCATQMLESMITKAR!

AVSEKDIQDLKFGVEQDVDMVFASFIRKAADVHEVR
GLSEQDLLDLRFGVEHNVDIIFASFVRKASDVVAVR
GLSEQDLLDLRFGVEHYVDIIFASFVRKASDVVAVR
GLSEQDLLDLRFGVEHNVDIIFASFVRKASDVVAVR

NRPQ..........
TRAEVSDVANAVFNG
TRAEVSDVANAVLNG
TRAEVSDVANAVLNG
TRAEVSDVANAVLNG
TRAEGSDVANAVLDG
TRAETSDVANAVLDG
TRAETSDVANAVLDG
TRAETSDVANAVLDG

PRL

ADCVMLSGETAKGKY
ADCVMLSGETAKGKY
ADCVMLSGETAKGKY
ADCIMLSGETAKGDY

NEVVQYMARICVEAQSATHDTVMFNS TKNLQKIPMC
NEVVQYMARICVEAQSATHDTVMFENSIKNLQKIPMC
NEVVQYMARICVEAQSATHDTVMFNSIKNLQKIPMC
LEAVRMQHLIAREAEAAIYHLQLFEELRRLAPITSD

EEAVCSSAVASAFEVQAKAMLVLSNTGRSARLISKYR
EEAVCSSAVASAFEVQAKAMLVLSNTGRSARLISKYR
EEAVCSSAVASAFEVQAKAMLVLSNTGRSARLISKYR
TEAAAVGAVEASFKCCSGAIIVLTKSGRSAHQVARYR

NCPIICVTT
NCPTICVTT
NCPIICVTT
RAPIIAVTR

ADCIMLSGETAKGSF
ADCIMLSGETAKGSF
ADCIMLSGETAKGSF

VEAVKMQHAIAREAEAAVYHRQLFEELRRAAPLSRD
VEAVKMQHAIAREAEAAVYHRQLFEELRRAAPLSRD
VEAVKMQHAIAREAEAAVYHRQLFEELRRAAPLSRD

TEVTAIGAVEASFKCCAAATIVLTKTGRSAQLLSRYR
TEVTAIGAVEASFKCCAAATIVLTKTGRSAQLLSRYR
TEVTAIGAVEASFKCCAAAIIVLTKTGRSAQLLSRYR

RLOTCROLNVTRSVVSVFY . DAAKSGEDKDKEKRVKLGLDFAKKEKYASTGDVVWVVHADHSVKGYPNQTRLIYLP
RLOTCROLNVTRSVVSVFY . DAAKSGEDKDKEKRVK LGLDFAKKEKYASTGDVVWVVHADHSVKGYPNQTRLIYLP
RLOTCROLNVTRSVVSVFY . DAAKSGEDKDKEKRVKLGLDFAKKEKYASTGDVVWVVHADHSVKGYPNQTRLIYLP
NPOTAROAHLYRGIFPYLCKDAVLNAWAEDVDLRVNLAMDVGKARGFFKKGDVVIVLTGWRPGSGF TNTMRVVPVP
SAQAAROVHLSRGVFPLLYREPPEAVWADDVDRRVQFGIESGKLRGFLRVGDLVIVVTGWRPGSGYTNIMRVLTIS
SAQAAROVHLSRGVFPLLYREPPEAVWADDVDRRVQFGIESGKLRGFLRVGDLVIVVTGWRPGSGYTNIMRVLTIS
SAQAAROVHLSRGVFPLLYREPPEAVWADDVDRRVQFGIESGKLRGFLRVGDLVIVVTGWRPGSGYTNIMRVLTIS

FATOR DE ELONGAMENTO 2:

RAAVIAVTR
RAAVIAVTR
RAAVIAVTR

MmusculusC57BL6]_P58252 1 MWNFTVDQIRAIMDKKANIRNMSVIAHVDHGKSTLTDS LVCKAGIIASARAGETRFTDTRKDEQERCITIKSTAISLFYELSENDLNFIKQSKDGSGFLT
TevansiMassa_TevSTIB&@5.1@ 1 MVNETVDEVRALMDY" EQIRNMSVIAHVDHGKSTLSDS LVGAAGIIKMEDAGDKRIMDTRADEIARGITIKSTAISMHYHVY | EIIS. .DL DDRR.FLI
TevansiSTIB8@5_TevSTIBEOS.1@ 1 MVNFTVDEVRALMDY" EQIRNMSVIAHVDHGKSTLSDS LVGAAGI IKMEDAGDKRIMDTRADEIARGITIKSTAISMHYHV FETIS. .DLFDDRR.FLT
Tequiperdum4694_SCUG7402 1 MWNFTVDEVRALMDY" EQIRNMSVIAHVDHGKSTLSDS LVGAAGI IKMEDAGDKRIMDTRADEIARGITIKSTAISMHYHV FETIIS. .DLFDDRRDFLT
TevansiSTIBB@5_TevSTIB8@5.10 1 MVNFTVDEVRALMDY"EQTRNMSVIAHVDHGKSTLSDSLVGAAGIIKMEDAGDKRIMDTRADETIARGITIKSTATSMHYHVE PETIS. .DLFDDRRDFLT
Tvivax¥486_TvY486_1004580_mRNA-pl 1 MVNFTVDEVRALMDY" DOIRNMSVIAHVDHGKSTLSDS LVGAAGI IKMEDAGDKRIMDTRADEIARGITIKSTAISMHYHV: FETIS. .NLFDDRRDFLT
TvivaxY486_TvY486_1004599_mRNA-pl 1 MVNFTVDEVRALMDY" DOIRNMSVIAHVDHGKSTLSDS LVGAAGI IKMEDAGDKRIMDTRADEIARGITIKSTAISMHYHIF FETIIS. .NLFDDRRDFLT
MmusculusC57BL6]_P58252 ‘\LIDS GHVDFSSEVTAALRVTDGALVVWDCVSGVCVOTETVLROATAERIK S VLMMNKMDRALLELOLES EELYOTFQRIVENWNVIISTYGEGESG M
TevansiMassa_TevSTIB&@5.1@ 98 NLIDSFGHVDFSSEVTAALRVTDGALVVVDCVEGVCVOTETVLROALTERIRS VWFINKVDRAILELOLD FVKTLONVRUVIATYND. ... PV
TevansiSTIB8@5_TevSTIBEOS.1@ 98 NLIDS"GHVDFSSEVTAALRVTDGALVVVDCVEGVCVOTETVLROALTERIRS VWFINKVDRAILELOLD FVKTLONVRUVIATYND. ... PV
Tequiperdum4694_SCU7482 99 NLIDS"GHVDFSSEVTAALRVTDGALVVWICVEGVCWOTETVLROALTERIR: VWFINKVDRAILELOLD FVETLONYNVVIATYNI v
TevansiSTIB8@5_TevSTIBEOS.1@ 99 NLIDSFGHVDFSSEVTAALRVTDGALVVVDCVEGVCVOTETVLROALTERIRS VWFINKVDRAILELOLD FVKTLONVRVVIATYHNI v
TvivaxY486_TvY486_1004580_mRNA-pl 99 NLIDS"GHVDFSSEVTAALRVTDGALVVWDCVEGVCWOTETVLROALTERIRSVVFINKVDRAILELOLD: FVKTLONVRVVIATYHNI I
Tvivax¥486_TvY486_1004599_mRNA-pl 99 NLIDS"GHVDFSSEVTAALRVTDGALVVWDCVEGVCVOTETVLROALTERIRSVVFINKVDRAILELOLD® EEAYGFVKTLONVNVVIATYND. ... I
MmusculusC57BL6]_P58252 281 .GNIMID"VLGTVGFGSGLHGWAFTLKQFAEMYVAKFAAKGEG)LSAAERAKKVEDMMKKLWGDRY FDPANGKFSKSANSPDGKKLPRTFCO
TevansiMassa_TevSTIB&@5.1@ 154 MGDVOVYHEKGTVALGSGLOAWAFSVTRFAKMYASKFGVDE. .. .......... SKMCERLWGDNFFDAKNKKWIKSETNAAGERVRRAFCOFC
TevansiSTIBBB5_TevSTIB8G5.18 194 MGDVOVYEKGTVAIGSGLOAWAFSVTRFAKMYASKFGVDE. .. .....u vl AKNKKWIKSETNAAGERVRRAFCI
Tequiperdum4694_SCUG7402 155 MGDVOVYH EKGTVALGSGLOAWAFSVTRFAKMYASKFGVDE . AKNKKWIKSETNAAGERVRRAF
TevansiSTIB8@5_TevSTIBEOS.1@ 155 MGDVOVYH EKGTVALGSGLOAWAFSVTRFAKMYASKFGVDE . FDAKNKKWIKSETNAAGERVRRAFC Q
TvivaxY486_TvY486_1004588_mRNA-pl 195 MGDVOVY EKGTVAIGSGLOAWAFSITRFAKMYASKFGVDE. FDAKNKKWIKSETNAAGERVRRAFCQFCLDFIYQ
TvivaxY486_TvY486_1804590_mRNA-pl 195 MGDVOVY  EKGTVAIGSGLOAWAFSITRFAKMYASKFGVDE............. AKMCERLWGDNFFDAKNKKWIKSETNAAGERVRRAFCOFCLDPIYQ
MmusculusC57BL6]_P58252 388 VFDAIMNFRKEETAKLIEKLDIKLDSEDKDKEGKPLLKAVMRRWLAGDALLOMITIHLYSFVTAOKYRCELLYEGP. . DDEAAMGIKSCDY KGH LMMY
TevansiMassa_TevSTIB&@5.1@ 281 IFDAVMTEKAEKVEKMLKSLNINLTTEEREOV KKLLKSIMMKFL AAETLLOMIVAHLFSFKKAQSYRAEMLYSGESNF DEKYYMGIKNCDF NAFLMLY
TewvansiSTIB8@5_TevSTIBEOS.1@ 281 IFDAVMTEKAEKVEKMLESLNINLTTEEREQVF KKLLKSIMMKFLFAAETLLOMIVAHLF SFKKAQSYRAEMLYSGESNF DEKYYMGIKNCDF NAFLMLY
Tequiperdum4694_SCU67402 282 IFDAVMTEKAEKVEKMLESLNINLTTEEREQVF KKLLKSIMMKFLPAAETLLOMIVAHLF SFKKAQSYRAEMLYSGESNF DEKYYMGIKNCDE NAFLMLY
TewansiSTIB8@5_TevSTIBEOS.1@ 282 IFDAVMTEKAEKVEKMLESLNINLTTEEREQVF KKLLKSIMMKFLPAAETLLOMIVAHLF SFKKAQSYRAEMLYSGESNF DEKYYMGIKNCDE NAFLMLY
Tvivax¥486_TvY486_1004580_mRNA-pl 282 IFDAVMTEKHEKVEKMLKSLNVTLTAEEREOVS KKLLKSIMMKFL®AAETLLOMIVAHLPS”KKAOGYRAEMLYSGETT EEKYFMGIKNCD® NATLMLY
Tvivax¥486_TvY486_1004590_mRNA-pl 282 IFDAVMTEKHEKVEKMLKSLNVTLTAEEREOVS KKLLKSIMMKFL® AAETLLOMIVAHLPS”KKAOGYRAEMLYSGETTYEEKYFMGIKNCDY NATLMLY
MmusculusC57BL6]_P58252 398 ISKMVE TSDKGRFYAFGRVFSGVVSTGLKVRIMGPNYTPGKKEDLYL . KX IORTILMMGRYVEPIEDV CGNIVGLVGVDQF LVKTGTIT. TFEHAHNMR
TevansiMassa_TevSTIB&@5.1@ 381 ISKMVFTADRGRFFAFGRIFSGKVRCGOKVRIMGNNY IHGKKODLYEDK VORTVLMMGRY QEAVEDM WVGLVGVDKYIVKSATITDDGES H LR
TewansiSTIB8@5_TevSTIBEOS.1@ 381 ISKMVFTADRGRFFAFGRIFSGKVRCGOKVRIMGNNY IHGKKODLYEDKF VORTVLMMGRY QEAVEDM WVGLVGVDKY IVKSATITDDGES H LR
Tequiperdum4694_SCU67402 382 ISKMVFTADRGRFFAFGRIFSGKVRCGOKVRIMGNNY IHGKKODLYEDKF VORTVLMMGRY QEAVEDM WVGLVGVDKY IVKSATITDDGES H LR
TewvansiSTIB8@5_TevSTIBEOS.1@ 382 ISKMVFTADRGRFFAFGRIFSGKVRCGOKVRIMGNNY IHGKKODLYEDK  VORTVLMMGRY QEAVEDM” CGNVVGLVGVDKY IVKSATITDDGES HF LR
Tvivax¥486_TvY486_1004580_mRNA-pl 382 ISKMV TADRGRFFAFGRIFSGKVRCGOKVRIMGNNYVHGKKODLYEDKN VORTVLMMGRYQEAVEDM™ CGNVVGLVGVDKY IVKSATITDDGEN HI LR
Tvivax¥486_TvY486_1004599_mRNA-pl 382 ISKMV TADRGRFFAFGRIFSGKVRCGOKVRIMGNNYVHGKKODLYEDKN VORTVLMMGRYQEAVEDM™ CGNVVGLVGVDKY IVKSATITDDGEN HI LR



MmusculusC57BLE]_P58252
TevansiMassa_TevSTIBE8S.18
TevansiSTIB8@5_TevSTIBSES5. 1@
Tequiperdumd594_SCUGT7482
TevansiSTIB8@5_TevSTIBEAS.1@
TvivaxY486_TvY4B6_1004588_mRNA-pl
TvivaxY486_TvY486_1004598_mRNA-pl

MmusculusC57BL6]_P58252
TevansiMassa_TevSTIBE®S. 1@
TevansiSTIB8@5_TevSTIBEAS.1@
Tequiperdumd594_SCUGT7482
TevansiSTIB8@5_TevSTIBEAS.1@
TvivaxY486_TvY486_1004588_mRNA-pl
TvivaxY486_TvY486_1004598_mRNA-pl

MmusculusC57BLE]_P58252
TevansiMassa_TevSTIBE®S. 1@
TevansiSTIB8@5_TevSTIBEAS.1@
Tequiperdumd594_SCUGT7482
TevansiSTIB8@S_TevSTIBE@5. 1@
TvivaxY486_TvY486_1004588_mRNA-pl
TvivaxY486_TvY486_1004598_mRNA-pl

MmusculusC57BLE]_P58252
TevansiMassa_TevSTIBE®S. 1@
TevansiSTIB8@S_TevSTIBEGS5.18
Tequiperdumd594_SCUGT7482
TevansiSTIB8@5_TevSTIBEAS.1@
TvivaxY486_TvY4B6_1004588_mRNA-pl
TvivaxY486_TvY486_1004598_mRNA-pl

101

496 VMKFSWSFVVRVAVEAKN ADLF KLVEGLKRLAKSD MVQCITEESGEHITAGAGELHLEICLKDLEEDH. ACTF IKKSD  VWSYRETVSEESNVLCLSK
481 DMEYSVSFVVRVAVEAKN SDL KLVEGLKRLAKSDY LVVCSIEESGEHIVAGAGELHLEICLKDLOEDFMNGAY LKISEFVVSFRETVTDVSSIOCLSK
481 DMKYSWSFVVRVAVEAKN® SDLFKLVEGLKRLAKSD LVVCSIEESGEHIVAGAGELHLEIC LKDLOEDFMNGAF LKISEFVVSFRETVTDVSSIOCLSK
482 DMKYSVSFVVRVAVEAKN SDLFKLVEGLKRLAKSD LVWCSIEESGEHIVAGAGELHLEIC 1

482 DMKYSVSFVVRVAVEAKN SDLFKLVEGLKRLAKSD LVWCSIEESGEHIVAGAGELHLEIC

482 DMKYSVSFVVRVAVEAKN SDLFKLVEGLKRLAKSD LVWCSIEESGEHIVAGAGELHLEIC

482 DMEYSVSIWVRVAVEAKN S, .. ..ooeieinnans IQTVE. .. JHAMGGI. . oottt ie e iie e siaasaasnasnasannansannan
595 SPNKHWRLYMKARF FPDGLAEDIDKG . EVSARQELKARARYLAEKYEWDVAEARKIWCFG DGTGH NILTDITKGVOYLNEIKDSVVAGF OWATKEGALC
581 SANKHNRLFCRGAFLTEELCVEIEDGANAGSEAD” KTRARFLADKFEWDVAEARKIWCYGFDNRGH NVWVIDNTKGVONMMEMKDS FVAAWOWATREGVLC
581 SANKHNRLFCRGAFLTEELCVEIEDGANAGSEAD” KTRARFLADKFEWDVAEARKIWCYGFDNRGH NVWVDVTKGVONMMEMKDS FYAAWOWATREGVLC
582 SANKHNRLFCRGAFLTEELCVEIEDGANAGSEAD” KTRARFLADKFEWDVAEARKIWCYGFDNRGH NWWVDVTKGVONMMEMKDS FVAAWOWATREGVLC
582 SANKHNRLFCRGAFLTEELCVEIEDGANAGSEAD” KTRARFLADKFEWDVAEARKIWCYGFDNRGH NWWVDVTKGVONMMEMKDS FVAAWOWATREGVLC
582 SANKHNRLFCRGAFLTEELCIEMEEGTNAGSEADVEKVRARFLADKFEWDVAEARKIWCYGFDNRGH NWWVDVTKGVONMMEMKDS FVAAWOWATREGVLC
3 | (T VLTRRRGV. . ..o i iiiincannns 116
694 EENMRGVRFDVHDVTLHADAIHRGGGOIIN TARRCLYASVLTAQ  RLMEN IYLVELOCPEQVVGGIYGVLNRKRGHVFEESQVAGT MFVVKAY L VNES
681 DENMRGVRINVEDVTMHADAIHRGGG)II FYACC MF( VAES
681 DENMRGVRINVEDVTMHADAIHRGGG)II VAES
682 DENMRGVRINVEDVTMHADAIHRGGG)II VAES
682 DENMRGVRINVEDVTMHADAIHRGGG)LL OVDIOTWEHAMGGIYGVLTRRRGVIIGEENRS GTH IYNVRAY L VAES
682 DENMRGVRVNVEDVTMHADAIHRGGG)IT OVDIOTWEHAMGEIYGEV. . ..o v e ie i iianans SVAES
L o IYNVRAYLFVAES
794 FGFTADLRSNTGGOAF!OC GO FONSSRPSQVVAETRKRKGLKEGI ™ ALDNFLDKL

781 FGFTADLRAGTGGOAF! (D GD' LD KSOANTLVLSIRORKGLE DIV GLDTFLDKL

781 FGFTADLRAGTGGOAF! (D GDFLDPKSOANTLVLSIRORKGLEPDIFGLDTFLDKL

782 FGFTADLRAGTGGOAFFQCVFDHWOOYFGDF LDF KSOANTLVLSIRORKGLKFDIFGLDTFLDKL

782 FGFTADLRAGTGGOAF! (D DHWOOYF GDF LDF KSOANTLVLSIRORKGLKFDIFGLDTFLDKL

756 FGFTADLRAGTGGOAFOCV GDFLDPKSOANALVLSIRORKGLEPDIFPLDTFLDKL

547 FGFTADLRAGTGGOAFF QCVFDHWOOYH GDF LDF KSOANALVLSIRORKGLEFDIFPLDTFLDKL

FATOR DE INICIACAO DE TRADUCAO 5A:

TevansiMassa_TevSTIBE@5.11_ @1
Tequiperdumd4694_SCU69592
TevansiSTIB8@5 TevSTIB8O5.11 @1
Tvivax¥486_TvY486_1188598 mRNA-pl
MmusculusC57BL6]_Q8BGY2
MmusculusC57BL6]_J13QPS8
MmusculusC57BL6]_P63242
MmusculusC57BL6]_AGABABGMQME

TevansiMassa_TevSTIB865.11_81
Tequiperdumd4694_SCU69592
TevansiSTIB805_TevSTIB805.11_01
TvivaxY486_TvY486_1180598_mRNA-pl
MmusculusC57BLE]_QB8BGY2
MmusculusC57BL6]_J3QPS8
MmusculusC57BL6]_P63242
MmusculusC57BL6]_A@ABABMOME

MSDDEGQFAEGGAQVGSLTY
MSDDEGQFAEGGAQVGSLTY
MSDDEGQFAEGGAQVGSLTY
MSDDEGQFAGGQGQVGSLTY

MADEIDFTTGDAGASS.TY

MADDLDFETGDAGASA.TF
MADDLDFETGDAGASA.TF

MOAGALKKGGYICINGR
MOAGALKKGGYICINGR
MOAGALKKGGYICINGR
MOAGALKKGGYICINGR
MQCSALRKNGFVVLKGR

MQCSALRKNGFVVLKGR
MOCSALRKNGFWWLKGR

CKVIDLSVSKTGKHGHAKVSIVALDIFTGNKMEDQA
CKVIDLSVSKTGKHGHAKVSIVALDIFTGNKMEDQA
CKVIDLSVSKTGKHGHAKVSIVALDIFTGNKMEDQA
CKVIELSVSKTGKHGHAKVSIVALDIFTGNKMEDQA
CKIVEMSTSKTGKHGHAKVHLVGIDIFTGKKYEDIC

CKIVEMSTSKTGKHGHAKVHLVGIDIFTGKKYEDIC
CKIVEMSTSKTGKHGHAKVHLVGIDIFTGKKYEDIC

101 EDFSKFAHLSLIDDDGETRDNLDM- ~NAELAAQIKEQYEAGKDVMVVVTSAMGIEQILSFKNAAER
97 ..., GYLSLLTETGEVREDLKL. "EGELGKEIEGKYNAGEDVQVSVMCAMSEEYAVAIKPCK
19 ...... GYLSLLQDSGEVREDLRL. "EGDLGKEIEQKYDCGEETLITVLSAMTEEAAVATKAMAK
97 ..., GYLSLLQDSGEVREDLRL. "EGDLGKEIEQKYDCGEEILITVLSAMTEEAAVATKAMAK
97 ..., GYLSLLQDSGEVREDLRL. "EGDLGKEIEQKYDCGEEILITVLSAMTEEAAVAT

ED SK AHLSLMDDEGETRDNLDM
EDFSK-AHLSLMDDEGETRDNLDM
EDFSK-AHLSLMDDEGETRDNLDM

NAELAGQIKEQFDAGKDVLVVVVSAMGIDQILSFKNAAER
NAELAGQIKEQFDAGKDVLVVVVSAMGIDQILSFKNAAER
NAELAGQIKEQFDAGKDVLVVVVSAMGIDQILSFKNAAER

VALIL-tRNA SINTETASE:

TevansiMassa_TevSTIB805.6
TevansiSTIBBO5 TevSTIB8@5.6
TvivaxY486 TvY486 0603870 mRNA-pl
MmusculusC57BL6]_Q9710Q9
MmusculusC57BLE]_G3UY93
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8
MmusculusC57BL6I_F6YIY2

TevansiMassa_TevSTIBB@5.6
TevansiSTIB8@5 TevSTIBEO5.6
TvivaxY486_TvYA86_@60387@_mRNA-pl
MmusculusC57BL6]_Q9Z1Q9
MmusculusC57BL6]_G3UY93
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8
MmusculusC57BL6]_F6YIY2

TevansiMassa_TevSTIB805.6
TevansiSTIBB@5_TevSTIBB@S.6
TvivaxY486_TvY486_B6@3878_mRNA-pl

lol

13

1
1
1

1 MSILYVSFH-DAFFSLRALIAARYGEAGDG" GWGG-HFRICLO"FFSSRTHF

1 MSILYVS'H DAFSLRALIAARYGEAGDG GWGG H'RICLO"F"SSRTF

1 MPHLPLASFR
lel

STHNVEV
STHNVEV
STHNVEV
STHNVEV
STHNMDV

MDV
STHNMDV
STHNMDV

FVKTATYSVLDIOEDR
FVKTATYSVLDIQEDR
FVKTATYSVLDIOEDR
FVKTATYSVLDIQENR
NIKRNDYQLICIOD. .
NIKRNDFQLIGIOD. .
NIKRNDFQLIGICD. .
NIKRNDFQLIGIOD. .

RL"ALEOG-GGLWVWGA" AVAQL LY AGLGG-GGSRAAVLYO(Y 169
RL-ALEOG" GGLWVHGA” AVAQLLY- AGLGG GGSRAAVLVOOKY

SYADTELIFAACGATLALGLRG"GOD" JAALGALGKALN" LEDWLRLHTYLAGDA" TLADLAAVTALLL"FRYVLD" SARRIWGNVTRWFNTCVROEF
SYADTELI"AACGATLALGLRG"GOD" CAALGALGKALN- LEDWLRLHTYLAGDA TLADLAAVTALLL"FRYVLD" SARRIWGNVTRWFNTCVRONEF

LWGLRPSH

MKQLAPQMAPAYT
MKQLAPQMAPAYT
MKQLSSQMASAYN

MmusculusC57BL6]_Q9Z1Q9 201 RAVLGEVALYSGARSVTOO GSEVIAS QKT AQLKKEAKKREKLEKFQOKOKTOOO" "HGEKK K- EKKEKRDFGVITYDL T+ GEKKDVSGAMPDSYS
MmusculusC57BL6]_G3UY93 201 RAVLGEVALYSGARSVTOO GSEVIAF QKT AQLKKEAKKREKLEKFOOKOKTOOO" "HGEKK K- EKKEKRD-GVITYDL T+ GEKKDVSGAMPDSYS
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8 21 o GLSRQALCTQ" EPHGSPVSRRNREAKQKRLREKQAALEAGLAEKSKIFAVPTKAWSHKEVVLYEL TG GEKKDVSGPLPPAYS
MmusculusC57BL6]_F6YIY2

TevansiMassa_TevSTIB805.6 14 FKDVESGWYEWWEESGFFRF .. .ASDMGR” IRGRSFVIVSH P NVTGHLHIGHALTGAVODALIRFHRMKGDDTLYL " GTDHAGIATOVVVEKRLMKESG
TevansiSTIBBOS_TevSTIBB@S.6 14 FKDVESGWYEWWEESGFFRF .. .ASDMGR® IRGRSFVIVSH - FNVTGHLHIGHALTGAVODALIRFHRMKGDDTLYL" GTDHAGIATOVVVEKRLMKESG
TvivaxY486_TvY486_B603870_mRNA-pl 14 FKEVESRWYEWWEESGFFRF .. .ASDVGRKHNGRRFVIVSH P NVTGHLHLGHSLTGSVODALIRFHRMKGDNTLYVS GTDHAGIATOVVVEKRLMKEKG
MmusculusC57BL6]_Q971Q9 301 FQYVEAAWYPWWERQGFFKFEYGRPSVSAYNPRGVFMMCIF -~ PNVTGSLHLGHALTNATODS LTRWHRMRGETTLWN® GCDHAGIATQVVVEKKLWKERG
MmusculusC57BLE6]_G3UY93 301 FQYVEAAWYPWWERQGFFK-EYGRPSVSA®NPRGVFMMCI® ~"NVTGSLHLGHALTNALODSLTRWHRMRGETTLWN® GCDHAGIATQVVVEKKLWKERG
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8 106 ~QYVEAAWYQWWVREGFFK-EVQARLPQATGE. . TFSMCIF - NVTGSLHIGHALTVAIODALVRWHRMRGDRVLWI - GSDHAGIATOAMVEKQLWKEQR

MmusculusC57BL6]_F6YIY2



TevansiMassa_TevSTIB8@5.6
TevansiSTIB8@5_TevSTIB30S5.6
TwivaxY486_TvY486 0683870 mRNA-pl
MmusculusC57BL6]_0Q97109
MmusculusC57BLE]_G3UY93
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8
MmusculusC57BL6I_F6YIY2

TevansiMassa_TevSTIB8@5.6
TevansiSTIB8@5_TevSTIB885.6
TvivaxY486_TvY486_060387@_mRNA-pl
MmusculusC57BL6]_Q971Q9
MmusculusC57BL6T_G3UY93
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8
MmusculusC57BL6I_FEYIY2

TevansiMassa_TevSTIB885.6
TevansiSTIB8@5 TevSTIB885.6
TvivaxY486_TvY486_06@3870_mRNA-pl
MmusculusC57BL6]_Q971Q9
MmusculusC57BL6]_G3UY93
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8
MmusculusC57BL6]_F6YJIY2

TevansiMassa_TevSTIB8@5.6
TevansiSTIB8O5_TevSTIBB85.6
TvivaxY486_TvY486_0603870_mRNA-pl
MmusculusC57BL6]_Q971Q09
MmusculusC57BL6]_G3UY93
MmusculusCS57BL6I_Q3U2A8
MmusculusC57BL6]_F6YJIY2

TevansiMassa_TevSTIB885.6
TevansiSTIB8@5_TevSTIB885.6
TvivaxY486_TvY486_06@83870_mRNA-pl
MmusculusC57BL6]_Q97109
MmusculusC57BL6I_G3UYS3
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8
MmusculusC57BL6I_F6YIY2

TevansiMassa_TevSTIB885.6
TevansiSTIB8@5_TevSTIBBB5.6
TvivaxY486_TvY486_06@3878_mRNA-pl
MmusculusC57BL6]_Q97109
MmusculusCS7BL6I_G3UYS3
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8
MmusculusC57BL6]_F6YIY2

TevansiMassa_TevSTIB8@5.6
TevansiSTIB8@5_TevSTIB885.6
TvivaxY486_TvY486 8603878 _mRNA-pl
MmusculusC57BL6]1_Q971Q9
MmusculusC57BLE6]_G3UY93
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8
MmusculusC57BL6]_F6Y1Y2

TevansiMassa_TevSTIB8@5.6
TevansiSTIB8@5_TevSTIB8@S5.6
TvivaxY486_TvY486_06@3870_mRNA-pl
MmusculusC57BL6J_Q971Q9
MmusculusC57BL6]_G3UY93
MmusculusC57BL6J_Q3U2A8
MmusculusC57BL6I_F6YIY2

TevansiMassa_TevSTIB8@5.6
TevansiSTIB8@5_TevSTIB8O5.6
TvivaxY486_TvY486_0683870_mRNA-pl
MmusculusC57BL6]_Q971Q9
MmusculusC57BL6]_G3UY93
MmusculusC57BL6]_Q3U2A8
MmusculusC57BL6]_FEYIY2

111 KSRHDVGREEFLKQVWVFKENHCGVITROLRRIGLSLDWSRERFTHDEQCAKAVVEGFVKLHEDGLIYRATRLINWCCSLQSAISDLEVVFEDV KNAKL
111 KSRHDVGREEFLKQVWVFKENHCGVITROLRRIGLSLDWSRERFTMDEQCAKAVVEGFVKLHEDGLIYRATRLINWCCSLQSAISDLEVVFEDV KNAKL
111 LSRHDIGREQFLKHVWDFKENHSGAITROLRRIGLSLDWTREHFTHMDEHCANAVVEAFVKLHEDGLIHRS IRLVNWCCALQSAISDLEVVFEDV KNSKM

481 LNRHQLGREAFLEEVWKWKAEKGDRIYHOLKKLGSSLDWDRACF

PKLSATVTEAFVRLHEEGVIYRSTRLVNWSCTLNSAISDIEVDKKELTGRTLL

401 LNRHQLGREAFLEEVWKWKAEKGDRIYHOLKKLGSSLDWDRACFTMDPKLSATVTEAFVRLHEEGVIYRSTRLVNWSCTLNSAISDIEVDKKELTGRTLL
204 VRRHELSREDFLRAVWQWKHEKGGEIYEQLCALGASLDWDRECF THDAGSSAAVTEAFVRLYNSGLLYRNROLVNWSCTLRSAISDIEVESRPLYGRTVL

211 TL
211 7T
211 AT

304 QL

1

389
30
30
60
660
482

52

[SRJY]

487
407
487
699
699
502
152

501

FEAGLRHNLPQLTMMDLKGHVTT . EGPFK . GMHRFDCRREIVKELEKMGLLREVVPYEYRVGRCSRTGDIVES LLM
FEAGLRHNLPQLTMMDLKGHVTT . EGPFK . GMHRFDCRREIVKELEKMGLLREVVPYEYRVGRCSRTGDIVES LLM
FEAGVRHGLPQITVMDKKGYITT.EGEFK.GLHRFDCRREIVKRLDEMGLLREVVPYEYRVGRCSRTGDIVEF LLM
YEVGQRHRLEAISIMDSKGALINVPPPFL.GLPRFEARKAVLAALKERGLFRGVKDNPMVVPLCNRSKDVVEFLLR
YEVGQRHRLEAISIMDSKGALINVPPPFL.GLPRFEARKAVLAALKERGLFRGVKDNPMVVPLCNRSKDVVESLLR

GYDRKVDMGVLTHVAYKFA. .DSEDEILIATTR ETILGDTAVAVH DDERYKKYHGKRLKC
GYDRKVDMGVLTHVAYKFA. .DSEDEITTATTR ETILGDTAVAVH DDERYKKYHGKRLKC
GYDKKVDMGVLTHVAYKVA. .DSDEEIIIATTR ETILGDTAVAVH DDVRYKPFHGKRLRC
501 PV-GYKEKVEFGVLVSFAYKVQGSDSDEEVVVATTRIETMLGDVAVAVH KDPRYQHLKGKCVVH
501 PV GYKEKVEFGVLVSFAYKVQGSDSDEEVVVATTRIETMLGDVAVAVH KDPRYQHLKGKCVVH
GCPTPVSFGLLASVAFPVDG. EPDTEIVVGTTR - ETLPGDVAVAVH DDPRYTHLHGRQLRH

FRDETI
FRDETT
FRDETI
FLSRSL
FLSRSL
LTGOLL
LTGOLL

LILDPVLVDVNFGTGAVKIT  AHD ND
LILDPVLVDVNFGTGAVKIT  AHD ND
LVLDSILVDISFGTGAVKIT AHD ND
IVFDD. FVDMEFGTGAVKIT AHDQND
IVFDD. FVDMEFGTGAVKIT AHDQND
LITDT. TVQPHVGTGAVKVT-AHS" ID

X DDPRYTHLHGRQLRH LITDT. TVQPHVGTGAVKVT-AHS" ID

QWFVDCTEMARKSVEAVRNNELR
QUFVDCTEMARKSVEAVRNNELR
QWFVDCTEMARKSVEAVRRNELR
OWYVRCGEMAQAASAAVTRGDLR
OWYVRCGEMAQAASAAVTRGDLR

AEIGTRHGLTPLSVIAEDGTMTSLCGDWLOGLHRFVAREKIMCTLREQGLFRGLQEHPMVLPICSRSGDVVEYLLKSOWFVRCQEMGDLAAKAVESGALE
AEIGTRHGLTPLSVIAEDGTMTSLCGDWLOGLHRFVAREKIMCTLREQGLFRGLQEHPMVLPICSRSGDVVEYLLKSOWFVRCQEMGDLAAKAVESGALE

LY
LY

PTHOVVIWYHWL ENIKPWCVSRQOLWWGHRT

AYKCTGAV ST.
AYKCTGAV-ST.

-HEDP. ..
LHEDP. ..

-WVVARNLEEAKAKAKEKFNLSDAEVRELVLEQODSDVLDTWF SSAMW

PTHQVWHYHWLENIKPWCVSROLWWGHRT
PSHOAVHYHWLENIKPWCVSROLWWGHRT
EAHORTWHSWMDNIRDWCISROLWWGHRT
EAHQRTWHSWMDNIRDWCISROLWWGHRT
SFHOKSHQHWFAHIGDWCVSROLWWGHQT
SFHOKSHQHWF AHIGDWCVSROLWWGHQT

LY
IL
IL
LW
Li

AYKCTGVV
AYFITVHD
AYFITVHD
AYRVIGEN
AYRVIGEN

FSTMGW AETGDMQRFF~GSLMETGHDILFFWVARMVMTS

EV.
AV
AV

LEDNS. ..

LHFTGKL" FSEVFLHAYVRDKNGEKMSKSKGNVID

GEDPDGRYWVSGRTEAEAREKAAREFGVSPD. .
GEDPDGRYWVSGRTEAEAREKAAREFGVSPD. .
AEDDRKECWVVGRSEAEARAVAAKRTGRPEA. .
AEDDRKECWVVGRSEAEARAVAAKRTGRPEA. .

581
501
796

FSTMGW- AETGDMQRFF
YSVLGW GETEDMRQFF

GSLMETGHDILFFWVARMVMTSLHFTGKL
GNLMETGHDILFFWVARMVMTSLHFTGKL
GTLLETGHDILFFWVARMVMLGLKLTGKL

FSEVFLHAYVRDKNGEKMSKSKGNVID
FSEVFLHAYVRDKNGEKMSKSKGNVID
FREVYLHAIVRDAHGRKMSKSLGNVID

. WVVARNLEEAKAKAKEKFNLSDAEVRELVLEQDSDVLDTWF SSAMIW
. WVVARNVEEAKAKARLKFNLSDEDMGKLALEQDPDVLDTWF SSAMIW

.KISLQODEDVLDTWFSSGLF
.KISLQODEDVLDTWFSSGLF
.ELTLERDPDVLDTWFSSALF
.ELTLERDPDVLDTWFSSALF

LFIISGVSLEALHDTVRSGNLDE
LFIISGVSLEALHDTVRSGNLDE
LFIINGITLEELHATVTGGNLDE
LDVIHGVSLOGLYDQLLNSHNLDP

796
594
244

601
601
601
89
89
69
344

Boo

781
701
70
992
992
789
439

=1

798
798
798
1088
1088
884
534

895
895
895
1183
1183
980

FSIFGW-NQSEDLSVFY
FSIFGW-NQSEDLSVFY
FSALGW RETPDLAHFY
FSALGW RETPDLAHFY

KEVSRALKLORETF
KEVSRALKLORETF
KEVPKAIKLOKETF
SEVEKAKEGOKADF
SEVEKAKEGOKADF
GELAVAAAADKKDF
GELAVAAAAQKKDF

NGI
NGI
KGI

VAVEECTRGFSEGTYDFALATNAVYRFWLYELCDVYLELTK
VAVEECTRGFSEGTYDFALATNAVYRFWLYELCDVYLELTK
VAAQECTRGFSEGTYDFALATNAVYRFWLYELCDVYLELTK
EAVRLSNEGFQ. .AYDFPAITTAQYSFWLYELCDVYLECLK
. .AYDFPAITTAQYSFWLYELCDVYLECLK
- . SRELSLVTHTLYHFWLHNLCDVYLEAVK
FAASECERGFL. .SRELSLVTHTLYHFWLHNLCDVYLEAVK

EAVRLSNEGF
FAASECERGF

APYFEVS..
APYPEVS..
SSYPEAIL..

GTLLETGHDILFFWVARMVMLGLKLTGKL
LTLLETGSDLLMFWVGRMVMLGTQLTGQL.
LTLLETGSDLLMFWVGRMVMLGTQLTGOL.

FREVYLHAIVRDAHGRKMSKSLGNVID
FSKVLLHSMVRDRQGRKMSKSLGNVLD
FSKVLLHSMVRDRQGRKMSKSLGNVLD

LDVIHGVSLQGLYDQLLNSHLDP
RDIISGQELQVLQAKLRDGNLDP
RDIISGQELQVLQAKLRDGNLDP

ECGSDALRFGLLSYTQSGRNVNLDIDRVVAYRQLCNKLWNAVRFVLYHALGEDYK
ECGSDALRFGLLSYTQSGRNVNLDIDRVVAYRQLCNKLWNAVRFVLYHALGEDYK
ECGSDALRFGLLSYTQSGRNVNLDIDRIVAYRQFCNKLWNAVRYVLYHALGEDYK
ECGTDALRFGLCAYTSQGRDINLDVNRILGYRHFCNKLWNATKFAL . RGLGKGFV!
ECGTDALRFGLCAYTSQGRDINLDVNRILGYRHFCNKLWNATKFAL . RGLGKGFV!
ECGTDALRFALCSHGILGGDLHLSVSEVLNYRHFCNKLWNALRFVL . RALGDNFV!
ECGTDALRFALCSHGILGGDLHLSYSEVLNYRHFCNKLWNALRFVL . RALGDNFV!

KATLVDSQKVASL LECRWILSRLD
KATLVDSQKVASLYLECRWILSRLD
STPLIEPGKASSLYLECRWVLSRLD
SAT...SKPEGHESLVDRWIRSRLT
SAT...SKPEGHESLVDRWIRSRLT
QPA. . .EEVTPSS"M.DAWILSRLA
QPA. . .EEVTPSS"M.DAWILSRLA

FLTEELWHYL
LTEELWHYL
LTEELWHRL
FVTEELFQRL
FVTEELFQRL
FLAEELWQRL
FLAEELWQRL

TIQAGGEKKV. IVQDVLLHVVEVALRLLH MY
TIQAGGEKKV. IVQDVLLHVVEVALRLLH"M
SIQAGGEKKK . TVQDVLLYVVEAGLRLLH"M
VLNGVDQVAAECARQTLYTCLDVGLRLLS FM
VLNGVDQVAAECARQTLYTCLDVGLRLLS FM
VLSSVPRPPG. .PPQVLFSCADVGLRLLAS LM
VLSSVPRPPG. .PPQVLFSCADVGLRLLAS LM

NYESFGV. .QSIVV
NYESFGV. .QSIVV
NYTSFGV. . ETIMY
RRTPKAP. .ASLCV
RRTPKAP..ASLCV
PR.PGGPLAPSICV
PR.PGGPLAPSICV

- GWODSQVEEQMKLLMETVHIVRS TKAFYSLTNKHK DVWVTARAAETREIVESHKFMIESLGVVGRVSVIP EEEAAAV KGCGFAVVNK
. GWQDSQVEEQMKLLMETVHIVRS TKAFYSLTNKHK DVWVTARAAETREIVESHKFMIESLGVVGRVSVIPHEEEAAAVF KGCGFAVVNK
. GLEDNVVEEKMKIMLDTIHSVRS TKAFYSLTNKHK DLWITVRTEEGRELFEDHAFMIESLGVVGNVHVISH EEEKAVVF KGCGF SVVNK

T-Y EPSEC. SWKDPEAEAALELALSITRAVRSLRADYNLT .RTRDCFLEVADEATGALASAVSGYVQALASAGVVAVLAL . . .GAPAFQGCAVAVASD
T-Y EPSEC. SWKDPEAEAALELALSITRAVRSLRADYNLT .RTRDCFLEVADEATGALASAVSGYVQALASAGVVAVLAL . . .GAPAFQGCAVAVASD

A“Y-STRSLEFWRQPELERCFSRVQEVVQALRALRATYQLT . KARFQVLLQCSDPGEQGLYVQPFLEPLGILSHCGAVGFLS

APYPSTRSL

.GAAATSGWALTPLGD

VSHGQGSGKQG . « e v vveeeeeeeanaeenns

DLSINMMLLGFIDVOKEVAKLEKQLAGLOKOIEGVNKKISMPGY . ETKV- ADVREANKVKLESLVEQEAQLTEGLTKMKSLL
DLSINMMLLGFIDVOKEVAKLEKQLAGLOKOIEGVNKKISMPGY . ETKV- ADVREANKVKLESLVEQEAQLTEGLTKMKSLL
EVSMNMMLLGF IDVOKEVEKLENQLAGLOKOTEGLHKKMNVPNY . ETKV- AEVRETNSEKLFSLSEQEKQLTEGLERMRSLLQ
RCSIHLQLOGLVDPARELGKLQAKRSEAQRDAQRLOERRAASSY . SAKV: LEVQEADEAKLQOTEAELRKVDEATALFQKML
RCSIHLQLOGLVDPARELGKLQAKRSEAQROAQRLOERRAASSY . SAKVY LEVQEADEAKVCGGDGVCQWWWCGQAACGL LHRWGCVCSGALCHCTL
TMKIYMELQGLVDPOSQLPRLTARRQKLOKOLDDLLNRTMSEGLAERQQORISSLHLELSKLDQAASYLQOLMDEAPSAREL

GLL

RAEVVTMLAVELSHGIPAQVALLAR
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ANEXO A - Parametros utitilizados para aquisicdo de dados por espectrometria de massa
utilizadas pela plataforma Mass Spectrometry Facility RPTO2H/Carlos Chagas Institute —

Fiocruz, Parana.

a

Da interval. (FTMS)

Parameter Value Decoy mode Revert
\ersion 1.6.1.0 Include contaminants True
User name Administrador Advanced ratios True
Machine name BIOINFOO01 Fixed andromeda index
Date of writing 06/15/2018 14:07:21 folder
Fixed modifications Carbamidomethyl (C) Temporary folder
Include contaminants True Combined folder
PSM FDR 0.01 location
XPSM FDR 0.01 Second peptides True
Protein FDR 0.01 Stabilize large LFQ True
Site FDR 0.01 ratios
Use Normalized Ratios | True Separate LFQ in False
For Occupancy parameter groups
Min. peptide Length 7 Require MS/MS for True
Min. score for 0 LFQ comparisons
unmodified peptides Calculate peak False
Min. score for modified | 40 properties
peptides Main search max. 200
Min. delta score for 0 combinations
unmodified peptides Advanced site True
Min. delta score for 6 intensities
modified peptides LFQ norm for sitesand | False
Min. unique peptides 0 peptides
Min. razor peptides 1 Write msScans table True
Min. peptides 1 Write msmsScans table | True
Use only unmodified True Write ms3Scans table True
peptides and Write allPeptides table | True
Modifications included | Oxidation (M);Acetyl Write mzRange table True
in protein quantification | (Protein N-term) Write pasefMsmsScans | True
Peptides used for Razor table
protein quantification Write True
Discard unmodified True accumulatedPasefMsms
counterpart peptides Scans table
Label min. ratio count 2 Max. peptide mass [Da] | 4600
Use delta score False Min. peptide length for | 8
iBAQ False unspecific search
iBAQ log fit False Max. peptide length for | 25
Match between runs False unspecific search
Find dependent peptides | False Razor protein FDR True
Fasta file C:\Databases\Mmuscu Disable MD5 False
lus_uniprot_50943entr Max mods in site table | 3
ies_30052017.fasta;C:\ Match unidentified False
Databases\TriTrypDB- features
37_TevansiSTIB805_ MS/MS tol. (FTMS) 20 ppm
AnnotatedProteins.fast Top MS/MS peaks per 12




Da interval. (FTMS) 100 Da interval. (TOF) 100
MS/MS deisotoping True MS/MS deisotoping True
(FTMS) (TOF)

MS/MS deisotoping 7 MS/MS deisotoping 0.01
tolerance (FTMS) tolerance (TOF)

MS/MS deisotoping Ppm MS/MS deisotoping Da
tolerance unit (FTMS) tolerance unit (TOF)

MS/MS higher charges | True MS/MS higher charges | True
(FTMS) (TOF)

MS/MS water loss True MS/MS water loss True
(FTMS) (TOF)

MS/MS ammonia loss True MS/MS ammonia loss True
(FTMS) (TOF)

MS/MS dependent True MS/MS dependent True
losses (FTMS) losses (TOF)

MS/MS recalibration False MS/MS recalibration False
(FTMS) (TOF)

MS/MS tol. (ITMS) 0.5 Da MS/MS tol. (Unknown) | 0.5 Da
Top MS/MS peaks per | 8 Top MS/MS peaks per | 8

Da interval. (ITMS) Da interval. (Unknown)

Da interval. (ITMS) 100 Da interval. (Unknown) | 100
MS/MS deisotoping False MS/MS deisotoping False
(ITMS) (Unknown)

MS/MS deisotoping 0.15 MS/MS deisotoping 0.15
tolerance (ITMS) tolerance (Unknown)

MS/MS deisotoping Da MS/MS deisotoping Da
tolerance unit (ITMS) tolerance unit

MS/MS higher charges | True (Unknown)

(ITMS) MS/MS higher charges | True
MS/MS water loss True (Unknown)

(ITMS) MS/MS water loss True
MS/MS ammonia loss True (Unknown)

(ITMS) MS/MS ammonia loss True
MS/MS dependent True (Unknown)

losses (ITMS) MS/MS dependent True
MS/MS recalibration False losses (Unknown)

(ITMS) MS/MS recalibration False
MS/MS tol. (TOF) 40 ppm (Unknown)

Top MS/MS peaks per | 10 Site tables Oxidation (M)Sites.txt

Da interval. (TOF)




