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RESUMO

Trypanosoma evansi é um parasito de origem africana que possui proximidade
genética com o Trypanosoma brucei. Este parasito, causador da Surra ou Mal das
Cadeiras, tem a mais ampla gama de hospedeiros entre eles mamiferos selvagens e
domeésticos e sua distribuicdo geografica é a mais abrangente entre todos os
tripanossomas. Esta doenga causa diversos prejuizos econdmicos na pecuaria em
paises das Américas, Africa e Asia. Diferentes espécies de mamiferos sdo acometidas
por este agente sendo o grau de severidade e sintomas variando de acordo com o
animal infectado. Este trabalho tem como objetivo a obtengao in vitro das proteinas
secretadas de T. evansi visando a identificacdo de potenciais biomarcadores. Para
isso foi realizada a infeccao experimental em Rattus norvegicus para multiplicagéo do
parasito. Em um grupo experimental os parasitos (purificados e ndo-purificados) foram
mantidos em meio de secreg¢ao. Os grupos foram testados nas temperaturas de 37°C
e 27°C. Ao final de duas horas, os parasitos foram lisados e centrifugados para
obtengdo do sobrenadante, contendo o secretoma. As proteinas obtidas foram
identificadas por meio de espectrometria de massas. Ao todo foram identificadas 246
proteinas, onde foi possivel notar que em ambos os meios, purificado e ndo-purificado,
a temperatura teve um papel modulador na secre¢cdo. Também foi possivel verificar
que houve pouca diferenca de proteinas nos conjuntos purificado e n&o-purificado,
assim € possivel afirmar que caso n&o seja possivel a purificagao, ainda é possivel se
obter um secretoma viavel para estudo. Apés a analise de ontologia foram observadas
que a maioria das proteinas esta relacionada com fungdo molecular (F) de ligacéo,
atividade catalitica, atividade da molécula estrutural e processo biolégico (P) de
processo metabdlico, processo celular, localizagao e regulagéo biolégica, sendo que
tais processos estdo diretamente relacionados com a sobrevivéncia do parasito no
hospedeiro, fato este confirmado pela presenca de proteinas no secretoma envolvidas
no processo glicolitico bem como de proteinas com potencial patogenia para o
hospedeiro. Também foi verificado que a maioria das proteinas do secretoma
possuem proteinas homologas com tripanossomatideos T. brucei, T. b. gambiense, T.
vivax e T. equiperdum, mas apesar disso, foi possivel identificar, através da
ferramenta de imunoinformatica desenvolvida neste estudo (EpiBuilder) a presenga
de epitopos exclusivos de T. evansi que podem ser utilizados como foco
biomarcadores para diagnéstico da Surra. Desta forma, foi realizado o projeto de duas
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proteinas denominadas TEVTP (T. EVansi Treatment Protein) e TEVDP (T. EVansi
Diagnostic Protein), a partir de epitopos obtidos no experimento bioldgico. A TEVTP
possui epitopos de proteinas que fazem parte de processo glicolitico do parasito, que
pode ser utilizada para imunoterapia (pela produgao de anticorpos anti-proteinas do
processo glicolitico). A TEVDP possui os epitopos exclusivos de T. evansi, que pode
ser utilizada como diagnéstico diferencial da Surra. Por fim, este é o primeiro trabalho
que fornece uma visao geral sobre o secretoma de T. evansi, podendo ser o ponto de
partida para elucidar questdes bioldgicas relacionadas ao diagndstico e tratamento

mais especifico da Surra.

Palavras-chave: Protedmica. Bioinformatica. Imunoinformatica. Epitopos.
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ABSTRACT

Trypanosoma evansi is a parasite of African origin that has genetic proximity to
Trypanosoma brucei. This parasite, which causes the Surra disease, has the broadest
range of hosts, among them wild and domestic mammals, and its geographical
distribution is the most comprehensive among all trypanosomes. This disease causes
several economic losses in livestock in countries in the Americas, Africa, and Asia.
Different species of mammals are affected by this agent being the degree of severity
and symptoms varying according to the infected animal. This work aims to obtain the
in vitro secreted proteins of T. evansi, aiming to identify potential biomarkers. For this,
it was performed experimental infection in Rattus norvegicus for multiplication of the
parasite. In an experimental group, parasites (purified and non-purified) were kept in a
secretion medium. The groups were tested at temperatures of 37°C and 27°C. At the
end of two hours, the parasites were lysed and centrifuged to obtain the supernatant
containing the secretome. The proteins obtained were identified by mass spectrometry.
A total of 246 proteins were identified, where it was possible to notice that in both
purified and non-purified sets, the temperature played a modulating role in secretion.
It was also possible to verify that there was little difference of proteins in the purified
and non-purified sets, so it is possible to affirm that if purification is not possible, it is
still possible to obtain a viable secretome for study. After ontology analysis, it was
observed that most proteins are related to molecular function (F) binding, catalytic
activity, structural molecule activity and biological process (P) of metabolic process,
cellular process, localization and biological regulation, and such processes are directly
related to the survival of the parasite in the host, a fact confirmed by the presence of
proteins in the secretome involved in the glycolytic process as well as of the pathogenic
for the host. It was also verified that most secretome proteins have homologous
proteins with T. brucei, T.b. gambiense, T. vivax, and T. equiperdum. However, through
the immunoinformatics tool developed in this study (EpiBuilder), it was possible to
identify the presence of exclusive epitopes of T. evansi that can be used as biomarkers
for the diagnosis of Surra. Thus, it was designed two proteins called TEVTP (T. evansi
Treatment Protein), and TEVDP (7. evansi Diagnostic Protein), both containing
epitopes obtained in the biological experiment. TEVTP has epitopes from proteins that
are part of the glycolytic process of the parasite, which can be used for immunotherapy
(by the production of anti-protein antibodies of the glycolytic process). The TEVDP has

=
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the exclusive epitopes of T. evansi, which can be used as a differential diagnosis of
Surra. Finally, this is the first work that provides an overview of the secretome of T.
evansi and may be the starting point to elucidate biological issues related to the
diagnosis and more specific treatment of Surra.

Keywords: Proteomics. Bioinformatics. Immunoinformatics. Epitopes.
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1 INTRODUGAO

1.1 O PARASITO

Trypanosoma evansi € um parasito de origem africana que possui proximidade
filogenética com Trypanosoma brucei brucei, sendo inclusive sugerida a
reclassificacédo para T. brucei evansi (CARNES et al., 2015). Este parasito foi descrito
inicialmente em 1880 por Griffith Evans através de analise de equinos e dromedarios
indianos infectados, sendo o primeiro tripanossoma patogénico para mamiferos
identificado (AREGAWI et al., 2019). O parasito pode ser visto na Figura 1.

Figura 1 - T. evansi em sangue de rato infectado experimentalmente

10um

¥

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Este parasito esta geneticamente proximo ao complexo T. brucei, que por sua
vez inclui trés subespécies: o parasita humano Trypanosoma brucei rhodesiense, o
parasita zoonotico T. b. gambiense, e o parasita animal T. b. brucei. Juntos o0 complexo
T. brucei, T. evansi e T. equiperdum compreendem o subgénero Trypanozoon
(CARNES et al., 2015). Este parasito € derivado T. brucei por delegdo do DNA
mitocondrial levando-o a permanecer na forma tripomastigota e sua divisdo se da por
fissdo binaria no sangue de varios hospedeiros tendo o comprimento médio do
parasita é de 24 + 4 uym (min. 15 um, max. 33 um) (DESQUESNES et al., 2013). A

evolugéao hipotética do subgénero Trypanozoon pode ser vista na Figura 2.

N
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Figura 2 - Evolugao hipotética do subgénero Trypanozoon
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Fonte: (DESQUESNES et al., 2013)

Na América do Sul a transmissdo da forma tripomastigota é realizada por
insetos hematdéfagos como os dos géneros Simullidae, Tabanidae e Stomoxys (SILVA
et al., 2002) ou por morcegos hematofagos (Desmodus rotundus) que servem como
vetores e reservatorios (HOARE, 1973). Outros estagios de desenvolvimento (por
exemplo o prociclico ou estagio no inseto) ndo foram observados, o que pode ser
devido a falta de DNA cinetoplastico em algumas cepas deste parasito (BORST;
FASE-FOWLER; GIBSON, 1987).

Este tripanossoma possui uma ampla gama de hospedeiros mamiferos e a
maior distribuicdo geografica (Figura 3) no mundo sendo responsavel pela doenga
conhecida como Mal das Cadeiras ou “Surra” (AREGAWI et al., 2019; DESQUESNES
et al., 2013). Esta doencga € de extrema importancia pois causa diversos prejuizos
econdmicos na pecuaria de alguns paises (DESQUESNES et al., 2013).

N
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Figura 3 - Distribuicdo global do T. evansi
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Fonte: (AREGAWI et al., 2019)

1.2 A SURRA OU MAL DAS CADEIRAS

O T. evansi, causador da Surra, infecta uma grande variedade de mamiferos
como equinos, caninos, bovinos, camelideos (MIRSHEKAR; YAKHCHALI; SHARIATI-
SHARIFI, 2017) e felideos (RASHID et al., 2017), produzindo varios graus de
parasitemia e sinais clinicos nas mais diferentes espécies (DESQUESNES et al.,
2013).

A “Surra” € uma doenca que interfere no fator econémico, pois causa alta
mortalidade, diminuicdo na producgao de leite e carne, perda da qualidade de carcaca,
reducdo do desempenho reprodutivo e imunossupressao (MANUEL, 1998; PAYNE et
al., 1991; REID, 2002). O impacto econémico da “Surra” na populagdo hospedeira ja
foi investigado em bufalos nas Filipinas (DARGANTES et al., 2009).

Acreditava-se que o T. evansi tinha capacidade apenas de infectar mamiferos
nao primatas, até que no ano de 2005 foi relatada a primeira infecgdo em humanos
onde o foi analisado o caso de um homem, HIV positivo e com deficiéncia da
apoliproteina APOL1 (apolipoproteina L-1), proteina com agéo tripanocida (DA SILVA
et al., 2012), que apresentava picos intermitentes de temperaturas e déficit sensitivos

N
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(JOSHI et al., 2005). Em 2016 foi relatado o caso de uma mulher foi infectada com
T.evansi, sem deficiéncia de apoliproteina APOL1 (VAN VINH CHAU et al., 2016). O
mecanismo de resisténcia a APOL1 é observado em Trypanosoma brucei gambiense
(DESQUESNES et al., 2013).

Sinais clinicos de disturbios neuroldégicos sao relatados em cavalos, camelos,
bufalos, bovinos, veados e gatos infectados por T. evansi (DESQUESNES et al.,
2013). Em equinos a infecgdo pode acarretar em perda de peso, evolugéo para 6bito
de maneira rapida e edema testicular (DESQUESNES et al., 2013) além de anemia e
erosdes na pele (RECK et al., 2020) (Figura 4).

(A) Perda de peso e condicao em uma (B) Evolugao rapida e fatal de Surra em
evolucao crbnica de surra em um cavalo, um cavalo naturalmente infectado na
Tailandia Tailandia

(C) Perda de peso e edema testicular (D) Edema testicular detalhado

N
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(E) Presenga de mucosa palida (F) Presenga de erosbes cutaneas

Fonte: Figuras A-D adaptado de Desquesnes et al. (2013) e E-F adaptado de Reck et al. (2020).

1.3 TRATAMENTO

Caso néao seja tratado com drogas de agao tripanocidas como aceturato de
diminazeno, sulfato de quinapiramina, cloreto de isometamidio, suramina ou
cymelarsan®, a doenga causada pelo T. evansi pode levar a morte entre duas a oito
semanas (AREGAWI et al., 2019).

Um estudo quimioterapico combinando aceturato de diminazeno e sulfato de
quinapiramina para o tratamento da Dourina (causada por Trypanosoma equiperdum)
sugere que tripanossomas nao invadem o liquido cefalorraquidiano quando se inicia
a terapia em estagios iniciais (DAVKHARBAYAR et al., 2020). Além destas drogas,
ha também estudo relacionado ao uso da azitromicina para tratamento contra infecgao
de Trypanosoma congolense (MOLEFE et al., 2019, 2017) e também relacionado ao
uso da diamidina para tratamento de infecgdo por T. evansi, que demonstrou agao
tripanocida mais efetiva que aceturato de diminazeno, sulfato de quinapiramina e
suramina em experimento in vivo utilizando camundongo como modelo animal
(GILLINGWATER et al., 2009) e em experimentos in vitro (GILLINGWATER et al.,
2010).

Por fim, novos compostos vem sendo testados com acgao tripanocida, que é o
caso do composto MMV688410 (Pathogen Box®) que se mostrou efetivo na indugao
da morte de T. evansi em experimento in vitro (CANEVER; MILETTI, 2020). Neste
sentido, o desenvolvimento de moléculas inibidoras de proteinas envolvidas em
processo glicolitico ha anos vem sendo estudado (ARONOV et al., 1998; VERLINDE

N
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et al., 2001) sendo que um estudo recente (MCNAE et al.,, 2021) apresentou o
desenvolvimento de uma molécula inibidora de phosphofructokinase (PFK) de T.
brucei (sem impacto na PFK de humanos), que em experimento feito em modelo
animal, em apenas um dia de tratamento por via oral durante o estagio inicial da
doenca, inibiu a parasitemia, apontando para a possibilidade de desenvolvimento de
inibidores especificos para combater uma variedade de doencgas proliferativas ou

infecciosas.

1.4 DIAGNOSTICO

Embora a tripanossomose causada por T. evansi esteja sendo estudada ha
varios anos, uma ferramenta de diagnostico definitiva ainda sofre com baixa
sensibilidade e ou especificidade (SINGH; SHYMA; GUPTA, 2014). Os sinais clinicos
de infeccdo por T. evansi ndo sao suficientes para se fechar um diagnostico
diferencial.

Existem inumeros métodos parasitolégicos, sorologicos e moleculares, que
dentro de suas possibilidades e limitagbes permitem o diagndstico com uma certa
margem de imprecisdo, principalmente devido a proximidade filogenética dos
parasitas. Além disso, rea¢des cruzadas podem ocorrer, uma vez que tripanosomas
da secdo “Salivaria” compartilham antigenos de superficie com outros membros da
familia Trypanosomatidae (OBISHAKIN et al., 2014).

1.4.1 Método parasitolégico

A técnica de mais facil deteccdo de tripanosomas em sangue periférico é o
exame microscopico direto do sangue, por pelicula umida para detectar tripanosomas
moveis ou mesmo esfregagco sanguineo, quando os parasitas s&o identificados com
base na sua morfologia. Esta técnica é a mais adequada para analise de um grande
numero de amostras, entretanto torna-se insensivel caso haja a cronicidade da
doenga (NANTULYA, 1990; SINGH, 1985).

O exame de “buffy coat’ é mais sensivel do que o esfregago sanguineo, uma
vez que a concentragao dos parasitos é logo acima da camada leucocitaria (WOO,
1969). Outros métodos tais como a técnica de centrifugagdo do micro-hematocrito
(MHCT) e a técnica de micro cromatografia de troca ibnica (LEJON et al., 2019; REID;

N
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HUSEIN; COPEMAN, 2001) s&o de dificil aplicagdo em campo, ja que necessitam de
suporte de equipamento laboratorial.

A técnica parasitologica considerada padréo ouro é a da infecgao experimental
tanto em ratos e camundongos gragas a alta suscetibilidade dos roedores para a
multiplicagdo de T. evansi (SINGLA; PARSHAD; SINGLA, 2002). Apesar da melhoria
nas técnicas parasitologicas para a detecgdo de tripanossomas, uma elevada
proporgao de infecgdes nao sao detectados (BOID; JONES; LUCKINS, 1992), estas

desvantagens exigem o desenvolvimento de métodos alternativos para o diagndstico.

1.4.2 Métodos imunolégicos

1.4.2.1 Detecgéo de anticorpos contra T. evansi

Foi observado em 1964 que o teste de hemaglutinagdo indireta (RHA) se
mostrou mais sensivel na detec¢cédo de anticorpos anti-T. evansi, ao mesmo tempo, o
teste ndo possibilitou a diferenciagcéo entre antigenos homologos e heterologos (GILL,
1964). Uma das melhorias mais significativas no diagndstico sorolégico dessa
tripanossomose foi a introdu¢cdo do teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
(WILLIAMS et al., 1963). Porém, esta técnica apresenta dificuldade na preparacéo e
o armazenamento de grandes quantidades de esfregagos sanguineos, além de
reacdes cruzadas com outros tripanosomas.

Em 1988, foi demonstrado que o teste de micro-ELISA se apresentou
adequado para a deteccdo de anticorpos especificos (tanto IgG como IgM) em soros
de caprinos experimentalmente infectados com T. evansi, de 9 dias a 17 semanas pos
inoculagao (JON, 1988). Singh et al. (1992, 1994) demonstrou que o ELISA é uma
abordagem interessante para o diagndstico da “Surra” latente em camelos, relatando
logo em seguida que o Ag-ELISA é mais sensivel e especifico em relagao ao anticorpo
para o diagnostico de tripanossomose latente em bufalos e cavalos (SINGH et al.,
1995; SINGH; GAHLOT; CHHABRA, 1994; SINGH; KAPOOR; CHHABRA, 1992). Tal
abordagem vem sendo utilizada ao longo dos anos em diversos trabalhos (CAMOIN
et al., 2019; KUMAR et al., 2013).

O Dot-ELISA e o ELISA de inibigdo competitiva (CI-ELISA) foram também
otimizadas para a deteccdo de anticorpos contra T. evansi em dromedarios
(SHAHARDAR; RAO; MISHRA, 2003). Em 1988 foi desenvolvido um teste em cartao

N
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de aglutinagdo para tripanosoma (CATT), com base na utilizagdo de um tipo de
antigeno variavel generalizada ROTAT 1.2 do T. evansi para a detecgao de anticorpos
nos soros de suinos, bovinos, bufalos, cavalos e camelos (BAJYANA SONGA;
HAMERS, 1988). Entretanto testes com outros tripanossomatideos n&o foram
avaliados (NANTULYA, 1990).

1.4.2.2 Detecgéo de antigenos de T. evansi

A deteccdo utilizando diagnéstico por anticorpo é prejudicada pela sua
insuficiéncia em distinguir entre as infecgbes correntes e passadas por causa da
persisténcia dos titulos dos anticorpos e de resultados falsos positivos. A primeira
tentativa de detectar antigenos de tripanosomas foi feita em T. cruzi (ARAUJO, 1982),
mas a sensibilidade obtida foi relativamente baixa.

No diagnostico do T. evansi, tentativas de se encontrar antigenos circulantes
foram experimentadas através de imuno-eletroforese (SINGH et al., 1995; SINGH;
CHHABRA, 1993), utilizando-se de anticorpo policlonal anti-T. evansi (RAE;
LUCKINS, 1984) por ELISA indireto em bovinos e bufalos, desenvolvido com base em
anticorpo monoclonal (SWARNKAR et al., 1993) e em teste de aglutinagdo em latex
para a detecgdo de antigenos invariantes de T. evansi (NANTULYA, 1994).

Estudos anteriores demonstraram que os antigenos de tripanossomas sao
detectaveis por meio de imunoensaio em soros de bovinos infectados (KASHIWAZAKI
et al., 1994; LIU; PEARSON, 1987; MASAKE; NANTULYA, 1991; NANTULYA et al.,
1992), roedores, macacos (LIU et al., 1988) e nos seres humanos (LIU et al., 1989).
Trabalhos anteriores demonstraram também que antigenos de tripanosoma (em
infeccbes mistas com T. b. gambiense e Trypanosoma brucei rhodesiense) aparecem
no sangue logo apos a infecgao (LIU; PEARSON, 1987) permanecendo em niveis
detectaveis ao longo da infeccdo (independentemente da populagdo de parasitos
oscilante associado com variagao antigénica) e sendo reduzidos a niveis indetectaveis
dentro de semanas (LIU et al., 1989).

N&o foram desenvolvidos até o momento testes de deteccdo de antigeno
confiaveis para uso em larga escala no campo. Estratégias para a identificagao de
antigeno foram ja sugeridas (HUTCHINSON et al., 2004; MANFUL et al., 2010). No
entanto, elas se baseiam na analise dos proprios parasitas e ndo sao dirigidas

diretamente para a identificagdo das moléculas mais relevantes que se encontram em

N
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circulagado na corrente sanguinea do hospedeiro. A identificagdo das proteinas do
parasita no sangue ou plasma de um hospedeiro infectado é a abordagem mais direta
para a descoberta de biomarcadores candidatos para o diagnostico e
acompanhamento da tripanossomose. Esta estratégia, contudo, é tecnicamente dificil
devido a grande abundancia de proteinas do plasma animal (ANDERSON,;
ANDERSON, 2002; HORTIN; SVIRIDOV; ANDERSON, 2008) que explica a falha ao
longo dos ultimos 30 anos para identificar antigenos de tripanossomas no sangue de
hospedeiros infectados.

1.4.3 Outros métodos diagnésticos

Além das técnicas de diagnostico parasitologicas e imunoldgicas apresentadas,
também foi utilizado com sucesso para diagnostico de tripanossomose causada por
T. evansi, o teste rapido de aglutinacéo sérica (RSA / Te) (HILALI et al., 2004; RECK
et al., 2020) e moleculares por PCR (Polymerase chain reaction) especificos para T.
evansi (AZHAHIANAMBI et al., 2018; BARGHASH, 2020; ELATA et al., 2020;
FERNANDEZ et al., 2009; NJIRU; GITONGA; NDUNGU, 2011).

Por fim, a técnica de sequenciamento de DNA/RNA permitiu que diagndsticos
especificos para tripanossomoses fossem realizados. Por exemplo o caso de um
paciente com encefalite chagasica causada por T. cruzi, onde foi realizado o
sequenciamento do gene 20S rRNA do parasito (MULTANI et al., 2019). Por sua vez,
o DNA ribossomal de T. vivax se mostrou importante no aumento da acuracia do
diagnodstico baseado apenas em PCR (FIKRU et al., 2016). E por fim, foi realizada a
de analise de sequenciamento de DNA para confirmag&o da morte de um puma (Felis
concolor) causada por T. evansi ocorrida no Paquistdo (RASHID et al., 2017).

1.5 SECRETOMA

As proteinas sao secretadas pelas células através de trés principais vias de
secrecdo (CHENAU; MICHELLAND; SEVE, 2008): vias classicas, onde a proteina
possui um peptideo sinal que a direciona para secregdo (BHATTACHARYA,
PRAKASH; EISSA, 2014), vias n&o-classicas, também chamada de rotas
alternativas, na qual a proteina mesmo sem peptideo sinal e sem dominios

transmembranares pode se translocar até membrana plasmatica, contornando o Golgi

N
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(RABOUILLE, 2017; STUHLER; SCHIPPER; POSCHMANN, 2019) ou liberagdo por
exossomos, estruturas que transportam materiais especificos das células como acidos
nucléicos, proteinas, lipidios e outras moléculas biologicamente ativas (HU; ZHANG,;
CHEN, 2020; JADLI et al., 2020; KOWAL; TKACH; THERY, 2014)

O secretoma de um organismo, célula ou tecido, por sua vez, se refere ao
conjunto das proteinas secretadas em um determinado momento e em certas
condi¢cdes (CHENAU; MICHELLAND; SEVE, 2008; ZULLO et al., 2015). Este termo
foi inicialmente usado em 2000 por Tjalsma et al durante um estudo de proteinas
secretadas pela bactéria Bacillus subtilis (TJALSMA et al., 2000). Em humanos a
estimativa de que o secretoma represente entre 3-20% de todo o proteoma
(MATHIVANAN; JI; SIMPSON, 2010).

A anadlise do secretoma por espectrometria de massas combinada com
ferramentas de bioinformatica (CACCIA et al., 2013) tem se mostrado ferramentas
importantes para fornecer dados experimentais sobre a caracterizagado de proteinas
secretadas por células, inclusive de diferentes vias secretoras nao-convencionais
(SCHIRA-HEINEN et al., 2019), auxiliando significativamente na descoberta de
potenciais biomarcadores (CACCIA et al., 2011; MATHIVANAN; JI; SIMPSON, 2010;
SCHIRA-HEINEN et al., 2019) bem como na descoberta de novos mecanismos
patolégicos (SONG et al., 2019).

Alguns trabalhos com secretoma/excretoma de tripanossomas foram
realizados desde o final dos anos 2000 com o advento da protedmica, que possibilitou
uma abordagem comparativa e detalhada de proteomas. Um dos primeiros trabalhos
relacionados com a analise de secretoma de tripanossoma animal utilizando T.
congolense e T. evansi, que por sua vez nao detalhou a proteémica do T. evansi,
mostrou que no secretoma de T. congolense foi verificada a presenca de proteases e
proteinas participantes de processos metabdlicos (HOLZMULLER et al., 2008a).

Outro trabalhos relacionados a T. cruzi (BAYER-SANTOS et al.,, 2013;
BROSSAS et al., 2017), T. brucei (ATYAME NTEN et al., 2010; GEIGER et al., 2010)
e T. brucei gambiense (HOLZMULLER et al., 2008b) evidenciaram a importancia de
utilizagcdo de secretomas como ferramenta para elucidar questdes bioquimicas e

bioldgicas destes parasitos.
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1.6 IMUNOINFORMATICA

A resposta imunitaria pode ser dividida em inata e adaptativa. A resposta imune
adaptativa surge como uma resposta a um grande numero de substéncias e se
“adapta” a elas e tem como principais caracteristicas a especificidade (capacidade de
distinguir diferentes substancias) e a memoria (capacidade de responder de forma
mais vigorosa a cada nova infec¢do). Os componentes da imunidade adaptativa sao
os linfécitos e suas secregdes, entre elas os anticorpos ou imunoglobulinas
(secretados pelos linfocitos B ou células B) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017).

Os anticorpos secretados reconhecem uma porgédo especifica do antigeno,
denominada epitopo (PETERS et al., 2005), e se unem, neutralizando-o (evitando que
infecte as células) ou marcando-o para sua eliminagao (seja por fagocitose ou outro
mecanismo). Os anticorpos sdo componentes da imunidade adaptativa que impede
que se estabelegca uma infeccdo, por esta razdo é que a producado de anticorpos
potentes é o objetivo chave da vacinagdo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2017). A
identificacdo de epitopos de células B € de grande importédncia ndo s6 para o
desenvolvimento de vacinas, como também para o imunodiagnéstico e anticorpos
terapéuticos (SHIRAI et al., 2014).

Métodos experimentais in vivo e in vitro para identificar epitopos de células B,
podem ser caros e demorados. Portanto, novos métodos computacionais precisam
ser desenvolvidos para a identificacdo rapida de potenciais epitopos de células B
(MANAVALAN et al., 2018).

Atualmente, a imunoinformatica tem se mostrado uma ferramenta promissora
nos estudos de diversos organismos, como por exemplo: virus como SARS-CoV2
(AHAMMAD; LIRA, 2020; SADAT et al., 2021), protozoarios como Toxoplasma gondii
(FOROUTAN et al., 2018), Trypanosoma brucei brucei (MANIVEL et al., 2019) e
Leishmania infantum (OSTOLIN et al., 2021); bactérias como Leptospira interrogans
(LATA et al., 2018); e inclusive com células cancerigenas (KALIAMURTHI et al.,
2019).

w
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1.7 MOTIVACAO

Em virtude dos impactos econdmicos causados pelo T. evansi ao redor do
mundo, a auséncia de métodos capazes de identificar especificamente este parasito
em larga escala, principalmente em campo e a falta de compreensao do repertorio
proteico deste parasito, em especial das proteinas secretadas com potencial alvo
terapéutico e de diagndstico, faz-se necessario estudo do secretoma deste parasito
para a identificagao de potenciais biomarcadores.

Dessa forma, este € o primeiro estudo do secretoma de T. evansi realizado em
diversas condigcbes de meio e temperatura, conduzido através de abordagem
protedbmica gel-based (GeLC-ESI-MS/MS) que resultou na identificacdo de uma
assinatura proteica de secretoma deste organismo. Além disso, ensaios imunologicos
revelaram que tais proteinas sdo potenciais biomarcadores para diagndstico clinico e
possivel alvo terapéutico. Por fim, através da analise de imunoinformatica, tais alvos
foram detalhados aumentando assim espectro de proteinas-alvo com potencial

biomarcador em infec¢gées causadas por T. evansi.

w
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2 HIPOTESE

Proteinas secretadas do T. evansi podem ser potenciais biomarcadores tanto
para diagndstico quanto terapéuticos, sendo que tal expressao pode ser modulada

pela temperatura.

w
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3 OBJETIVO GERAL

Identificar proteinas secretadas de T. evansi (in vitro), utilizando infecgdo
experimental (in vivo) para multiplicagdo do parasito, visando proteinas com potencial

para biomarcadores e terapéutica.

w
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4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o secretoma in vitro de T. evansi em diferentes condigdes de
temperatura;

e Comparar o secretoma com e purificacéo e sem purificacéo;

o Caracterizar, in silico, as proteinas secretadas de T. evansi;

o Identificar proteinas e epitopos com potencial biomarcadores para tratamento
da Surra e diagnaostico diferencial com outras espécies de tripanossomatideos;

o Desenvolver um programa para montagem, validagao e busca de epitopos para

facilitar o processo de analise de imunoinformatica.

w
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5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para obtenc&o do secretoma do T. evansi, sangue criopreservado contendo T.
evansi foi inoculado em ratos para multiplicagcdo do parasito. Apos a confirmacéo da
parasitemia foi realizada a punc¢ao intra-cardiaca para colheita do sangue e o animal
eutanasiado. O sangue foi separado por gradiente de Percoll® em seguida foram
definidos dois grupos: Purificado (P) (onde os parasitos sao purificados por
cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Celulose) e o Nao-Purificado (NP),
que nao utiliza processo de cromatografia. Os parasitos obtidos foram adicionados ao
meio de secregcdo em 27°C e 37°C e apds duas horas o meio foi centrifugado e o
sobrenadante, contendo o secretoma, foi filtrado e reservado. O precipitado, contendo
os parasitos, foi adicionado em tampé&o de lise e foi realizada nova centrifugagéo, onde
o sobrenadante foi reservado. Por fim foi realizado o Western-blotting das proteinas
secretadas e a identificagao das proteinas foi realizada através de espectrometria de
massas, cuja busca e caracterizagdo das proteinas foi realizada através de

ferramentas de bioinformatica. O processo completo pode ser visto na Figura 5.

Figura 5 - Pipeline de obteng&o do secretoma in vitro de T. evansi

T. evansi in vitro secretome pipeline
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 EXPERIMENTO IN VITRO

6.1.1 Infecc¢ao e purificagao

Fémeas de ratos (Rattus norvegicus) Wistar de 5 meses de idade, clinicamente
saudaveis, mantidas em ambiente de micro-isolamento sem restricdo de alimentagcao
e agua, foram inoculadas com 250uL de sangue infectado com T. evansi (2,0-5,0x108
tripanossomas/mL, preservados a -80°C em 1:10 de glicerol) por via intraperitoneal. A
parasitemia foi analisada diariamente a partir do primeiro dia de infec¢cao através de
esfregaco do sangue retirado da cauda do animal feito por lancetagem, fixado com
metanol e corado com eosina e hematoxilina. Ao alcangarem a parasitemia, analise
feita pelo método “matching” (HERBERT; LUMSDEN, 1976), os animais foram
anestesiados com xilazina (5-16mg/kg) e cetamina (30-50 mg/kg) por via
intraperitoneal e em seguida foi realizada a pungéo intra-cardiaca com seringa de
10ml lavada com EDTA e agulha de 0,38/13mm de onde foi coletado entre 5 a 8ml de

sangue.

O sangue coletado foi misturado a uma quantidade igual de Percoll® (Sigma)
contendo 8.55% de sacarose, 2% de glicose, pH 7,4 e entédo centrifugado a 17.500g
por 25 minutos em 4°C (etapa 1). Os parasitos foram recuperados da camada do meio
e do topo do gradiente de Percoll® e lavados duas vezes com PBS-G (2% glicose, pH
8) por 10 minutos a 6.000g em 4°C (etapa 2) e em seguida ressuspendidos em 1,5
mL de PBS-G (2% glicose) e purificados em coluna de DEAE-Celulose em seringa de
10ml e concentrados por centrifugagao por 10 minutos a 6.000g em 4°C (etapa 3).

As condi¢gbes de alojamento dos animais e os protocolos utilizados neste
presente trabalho foram previamente aprovados pelo CEUA (Comité de Etica
Laboratorial para Uso de Animais) sob o numero 3791060318 de acordo com a Carta
Etica de Experimentagdo Animal que inclui procedimentos adequados para minimizar

a dor e sofrimento animal.
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6.1.2 Meio de secrecao

Os parasitos foram separados em grupo de Purificados (P) e Nao-Purificados
(NP), sendo o primeiro grupo contendo parasitos obtidos até a etapa 2 e o segundo
grupo obtidos até a etapa 3.

Os parasitos foram ressuspendidos em meio de secregao (PBS-G 2% glicose,
penicilina 5Smg/ml, L-glutamina 2 mM, MEM non-essential amino acids, pH 8.0, em
temperatura ambiente) adaptado de (HOLZMULLER et al., 2008b), contados em
camara de Neubauer, incubados em meio de secrecdo de 2 mL por 2 horas em 37°C
(em estufa) e 27°C (em banho seco) na concentragdo de 1 x 108 parasitas / mL. Os
parasitos foram avaliados visualmente através de camara de Neubauer para
verificacdo da viabilidade. Apds as 2 horas o meio foi centrifugado por 1.000g, por 10
minutos em 4°C e o sobrenadante, contendo a parte secretada, foi filtrado em filtro
0.22um, inserido coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, ST. Louis, EUA) e
armazenado em -80°C. Todo o experimento foi realizado em triplicata técnica e
bioldgica.

Para realizacao da lise celular, os parasitos, purificados e precipitados na etapa
final anterior, foram ressuspendidos em 1mL de tampé&o de lise (1,5mL de NaCL 5M,
500uLde Tris-HCI 1M pH 7,4, 1ml de Triton X-114 a 2%, 1TmM PMSF, 50 mL de agua
Milliq), agitados em vértex por 1 minuto e mantidos em gelo por 1 minuto por 5 vezes,
meétodo adaptado de Cordero (CORDERO et al., 2009). Em seguida foram feitos 5
ciclos de congelamento (20 minutos a -80°C), descongelamento (5 minutos a 37°C) e
vortex por 1 minuto (CUGLOVICI et al., 2010). Foi realizada centrifugacéo a 12.500g
em 4°C, e retirado o sobrenadante contendo a parte aquosa. Ao término foi adicionado
coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, ST. Louis, EUA).

6.1.3 SDS-PAGE

As proteinas obtidas foram dosadas através da técnica de espectrofotometria
(Nanodrop 2000®) e entdo foi preparado um pool de triplicatas técnicas de cada
amostra que foram concentradas em concentrador a vacuo (Concentrator plus® —
Eppendorf) por 4 horas a 37°C e novamente dosadas sendo que 40ug de cada pool
foi submetido a técnica de SDS-PAGE (12% corrida, 4% concentragéo, 220V, 70A) e

w
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coradas com o corante FastBlue (Scienco Biotech - Lages, Brasil) conforme

orientacdes do fabricante.

6.1.4 Producao de anticorpos

Para producao dos anticorpos utilizado no Western blot, foram utilizados trés
ratos Wistar, machos com 4 meses de idade, sendo que dois foram utilizados para a
producédo do anticorpo e um como controle. Dois antigenos diferentes foram utilizados,
um deles foi proteinas totais de T.evansi e outro o parasito fixado com formol 4%.
Esses ratos foram submetidos a um processo de imunizagdo com os diferentes

antigenos.

Para a preparacdo do antigeno foram extraidas as proteinas totais de um
precipitado de T.evansi. O tampéao de lise (150mMNacCl, 10 mM Tris-HCL pH 7,4, 2%
Triton X-114, 1 mM PMSF + 3ul de coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, ST.
Louis, EUA) foi adicionado no precipitado e deixado durante uma hora em gelo com
agitacdes a cada dez minutos. Apos esse periodo, foi centrifugado a 8.800g por dez
minutos a 0°C. Apds a extragdo, as proteinas foram dosadas pelo método
BRADFORD. O antigeno fixado foi preparado através da adigdo de 1mL de formol 4%
sobre o precipitado de parasitos.

Os antissoros foram produzidos através da imunizacao de trés ratos. Um dos
animais foi inoculado com extrato de proteinas totais de T.evansi (270 ug de proteinas)
e 100 yl de adjuvante de Freund completo. Outro rato foi imunizado com T.evansi
fixado formol (100pl) e 100 pl de adjuvante de Freund completo. O terceiro rato foi
utilizado como controle (inoculado PBS e adjuvante de Freund completo). O
procedimento de imunizagao foi estendido por 52 dias, envolvendo 4 injegdes (uma
dose preparatoria de imunégeno em adjuvante de Freund completo e 3 doses com
imunogeno em adjuvante de Freund incompleto, sendo realizadas no intervalo de 13

dias). Ao término desse periodo foi realizada a colheita do sangue dos animais.

Para o exsanguinagdo os animais foram anestesiados, conforme protocolo
aprovado pelo CETEA-UDESC. O sangue colhido foi centrifugado a 3.000g por cinco
minutos para obtencgao do soro. A titulagao dos anticorpos foi avaliada pela técnica de
Western blot utilizando extrato de proteinas totais do T.evansi como antigeno.

w
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6.1.5 Western blot

As proteinas separadas pela técnica de SDS-PAGE foram transferidas para
membrana de nitrocelulose pelo método semi-seco. Para isso o gel permaneceu 15
minutos em solugao 1 (5,829 de Tris-Base, 2,93g de glicina, 200ml de metanol, 3,75ml
de SDS 10%) sendo a transferéncia configurada para 10V, 0.28A durante 45 minutos.
Para revelacéao foi realizado o bloqueio por 1h30min com a membrana em solugao 2
(50ml da solugéo 2, 0.5g de leite desnatado). Ao término a membrana foi lavada 5
vezes com a solucao 3 (50ml de TBS 10x, 450ml de H20 MilliQ, 250ul de Tween 20).
Em seguida o anticorpo primario anti-T.evansi (1:100) foi incubado com a membrana
durante 1h:30min e em seguida lavado 5 vezes com a solugdo 2. O anticorpo
secundario anti-rato-peroxidase (1:500) foi incubado com a membrana por 1h:30min
e em seguida lavado 5 vezes com a solugdo 2. Por fim a membrana foi imersa em

TMB para visualizag&do das bandas.

6.1.6 Espectrometria de massas (EM)

6.1.6.1 Preparo das amostras

Para analise de EM 30ug de cada pool foram separados por SDS-Page (12%
corrida, 4% concentragao, 220V, 70A), sendo cada gel composto de controle negativo
(meio secretoma) e a triplicata biolégica separadas por 1 (um) poco de distancia umas
das outras. A corrida das proteinas foi de cerca de 2cm de gel em seguida o gel foi
corado com FastBlue (Scienco Biotech- Lages, Brasil) conforme orientagbes do
fabricante para visualizagdo das bandas. Foram realizadas duas incisdes (Figura 6)
de aproximadamente 1 cm x 0,5 cm com bisturi estéril e descartavel, no sentido da
esquerda para a direita (iniciando no controle negativo) separando cada amostra em
parte A e parte B . As partes cortadas dos géis foram acomodadas em microtubos
individuais e congeladas em -20°C para realizagdo do processo posterior.
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Figura 6 — Corte das amostras para analise

C Al A2 A3
A

1cm

1cm

A

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

6.1.6.2 Digestdo e extragdo de peptideos

6.1.6.2.1 Descoloracgao

Foi adicionado 500uL de solugao de descoloragao (20ml de 0.5M AMBIC, 50ml
de acetonitrila a 100% e 30ml de agua ultrapura) em cada amostra feita no processo
anterior, em seguida as amostras foram incubadas em estufa a 37°C com agitacao
por 30 minutos, a solugao foi descartada e o processo foi repetido. Em seguida as
amostras foram secas em concentrador a vacuo (Concentrator plus® — Eppendorf) por
30 minutos a 37°C.

6.1.6.2.2 Redugéo, alquilagédo e digestao

As proteinas foram reduzidas com ditiotreitol 100 mM, alquiladas com
iodoacetamida 55 mM e digeridas com tampao de digestao (50mM AMBIC - NHsHCOs3
MW = 79,06 -/1mM CaCl2 — MW=110,98 -, pH 8,5) e Tripsina (Sequencing Grade)
(0,5 pg) (Promega, Madison, WI). A extracdo dos peptideos do gel foi feita com
solugao de extragao (agua, acido trifluoracético 3%, acetonitrila 30%) por sonicagao
em banho por 15 minutos. Por fim os peptideos obtidos foram transferidos para uma

D
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placa de 96 pocos, contendo 200uL de cada amostra, onde foram secos em
concentrador a vacuo (Concentrator plus® — Eppendorf) a 37°C durante
aproximadamente 4 horas (tempo de secagem total das amostras), vedados e
enviados para a analise de espectrometria de massas no Center of Disease Control
and Prevention (CDC) nos EUA.

6.1.6.3 Analise de espectrometria de massas

As amostras foram submetidas a analise de espectrometria em um sistema de
cromatografia liquida (UHPLC; ultra-high performance liquid chromatography - Nano
Acquiring) acoplado a um espectrometro de massa Thermo LTQ Orbitrap Elite
(Thermo, San Jose, CA). As misturas peptidicas foram separadas em uma coluna de
fase reversa (75 um i.d., 15 cm de comprimento) com um fluxo de 500 nL/min. Foi
utilizado como solvente acetonitrila com os gradientes de 5% - 10% em 5 minutos,
10% - 40% em 10 minutos, 40% - 95% em 10 segundos, permanecendo a 95%
durante 3 minutos e finalizando com recondicionamento da coluna a 5% por 7 minutos.

Os ions foram adquiridos de modo positivo (ions 2+, 3+ e 4+) com faixa de m/z
de 400-1400m/z com resolucao de 30.000m/z, sendo feito 11 eventos de varredura
com aquisicdo de 10ms entre cada evento. Os 11 ions precursores mais intensos
foram submetidos a camara de colisdo CID em ambiente de argdnio com energia de
35V.

Os processos de preparo das amostras e analise de espectrometria de massas
foram baseados no trabalho de Wagner (WAGNER et al., 2013).

6.2 EXPERIMENTO IN SILICO

6.2.1 Identificacao das proteinas

Os dados brutos oriundos do processo de espectrometria de massas foram
processados pelo Mascot Distiller (Matrix Science, London, UK) utilizando um
concatenado do proteoma de T. evansi (cepa STIB805) obtidas do TriTrypDB verséo
39 (ASLETT et al., 2009) e de Rattus norvegicus (proteomeld UP000002494, linhagem
Brown Norway) obtido da base Uniprot (BATEMAN, 2019). Também foi incluido no

banco de dados da pesquisa as seguintes proteinas: tripsina suina, Saccharomyces
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sp. alcohol dehydrogenase (ADH) e queratina humana como controles de
contaminantes. A pesquisa foi realizada de modo decoy (busca também no sentido
reverso). Os parametros de pesquisa do Mascot consistiam em peptideos tripticos
com uma clivagem perdida, carbamidometilagdo de residuos de cisteina e oxidagéo
de metionina como modificacbes variaveis e 0,5 Da para tolerancia a massa de
peptideo e tolerancia a massa de fragmento.

Os resultados da Mascot foram submetidos ao Scaffold Software (Proteome
Software, Portland, OR) e este software também executou a analise X! Tandem
(BJORNSON et al., 2008). As triplicatas biologicas de cada grupo foram combinadas
via opg¢ao “MudPIT”, opcéo disponivel no Scaffold que une os resultados de busca
como uma unica amostra. Foi considerado como identificacdo de proteina valida
apenas aquelas com pelo menos dois peptideos unicos atribuidos, uma taxa de falsos
positivos (FDR) = 0% e probabilidades de peptideo e proteina que sendo entre 95% e
99%, respectivamente (algoritmo ProteinProphet).

Foi gerado um arquivo FASTA com as proteinas de T. evansi identificadas e
estas foram processadas com os seguintes programas: SignalP 5.0 (ALMAGRO
ARMENTEROS et al., 2019) e Phobius 1.01 (KALL; KROGH; SONNHAMMER, 2007)
para identificacdo de peptideo sinal, sendo considerado a presencga de peptideo sinal
quando positivo em pelo menos um dos programas, SecretomeP 1.0 para predi¢géo de
proteinas secretadas por vias nao-classicas (BENDTSEN et al., 2004) e Protein
isoeletric point calculator - IPC 1.0 (KOZLOWSKI, 2016) para calculo da massa
molecular e ponto isoelétrico. Os programas TMHMM Server v. 2.0 (KROGH et al.,
2001) e Phobius 1.01 (KALL; KROGH; SONNHAMMER, 2007) foram utilizados para
identificacdo de dominios transmembranares. Para identificagdo de dominios de N-
glicosilacédo e de retengdo em reticulo endoplasmatico, foram desenvolvidos dois
programas respectivamente denominados N-Glyc e Erret. Para identificacdo de
ancoramento GPl em proteinas foi utilizado o programa PredGPl (PIERLEONI,
MARTELLI; CASADIO, 2008).

Para predicdo de localizagdo subcelular foram utilizados os programas
DeepLoc-1.0 (ALMAGRO ARMENTEROS et al., 2017), Protcomp v. 9.0 (Softberry,
Inc., Mount Kisco, NY;

http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=protcompan&group=programs&subgroup

=proloc) e Wolfpsort v0.2 (HORTON et al., 2007), para estabelecer a localizag¢ao final
foi considerada aquela predita por pelo menos dois métodos, em caso de localizagao

I
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diferente nos trés métodos, o resultado do DeeplLoc é considerado a localizagao
subcelular final.

Para analise de GO (gene ontology) (componente celular, fungdo molecular e
processo bioldgico) foi utilizado o programa InterproScan 5.45-80 (JONES et al., 2014)
e os resultados foram sumarizados pelo WEGO (Web Gene Ontology Annotation Plot)
(YE et al., 2018). Para reanotagao as proteinas hipotéticas foram comparadas contra
a base do TryTripDB (ASLETT et al., 2009) utilizando os programas BLASTP
(ROESCH et al., 2006) e HMMER 3.3 (FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011) utilizando
uma base de dados de proteinas anotadas do TriTrypDB, e por fim, caso ndo fosse
possivel a anotagao, a homologia era pela presenga de ortdlogos no portal TriTrypDB.

A analise de ortologia foi realizada pelo programa Orthovenn2 (XU et al., 2019)
com os parametros inflation value = 1.5 e E-value = 1E-5. Para esta analise foram
utilizadas as seguintes cepas obtidas do TryTripDB versao 39: Trypanosoma brucei
(cepa TREU927), Trypanosoma brucei gambiense (cepa DAL972), Trypanosona vivax
(cepa Y486). O proteoma do Trypanosoma equiperdum (NCBI:txid5694, cepa OVI) foi
obtido através do NCBI (AGARWALA et al., 2016).

A busca de interagdo de proteinas patogénicas com hospedeiro foi realizada
através do HPIDB 3.0 (Host-Pathogen Interaction Database) (AMMARI et al., 2016)
com as seguintes configuragbes: database = ALL Pathogen proteins, Matrix =
Blosum62, E-value = 0.00001, Identify = 60%, Cover = 60% e Results = Top Match. O
primeiro resultado de cada comparacido positiva foi entdo selecionado, sendo
reservada a proteina do hospedeiro que foi comparada via BlastP no banco de dados
NR com organismo alvo Equus caballus (NCBI:txid9796), onde o primeiro hit foi
selecionado para analise comparativa. Dessa forma, é possivel, por similaridade,
avaliar qual proteina de T. evansi se assemelha a uma proteina patogénica, bem como
verificar através da interagao desta proteina com um determinado hospedeiro, se tal
proteina do hospedeiro tem similaridade com proteina de cavalo, que € o foco da
Surra, o que por analogia pode indicar que determinada proteina patogénica tenha
agao no cavalo.

As informagdes geradas foram processadas por programas desenvolvidos na
linguagem Java versdo 11, convertidas no formato de banco de dados relacional e
armazenadas no banco de dados MySQL Versdo 14.14 Distribuicdo 5.7.19. Para
acesso aos dados gerados foi utilizado o programa SequelPro.
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6.2.2 Predicao de epitopos com EpiBuilder

O EpiBuilder foi desenvolvido utilizando a linguagem de programagéo Java
(com suporte a partir da versdo 1.8) e possui as opg¢des de GUI (Graphical User
Interface) e linha de comando no mesmo arquivo executavel. Por ser desenvolvido em
Java, o EpiBuilder esta preparado para execu¢do em qualquer sistema operacional
que suporte a tecnologia (Windows, MacOS e sistemas baseados em Unix) e também
na plataforma Galaxy (AFGAN et al., 2018).

O Galaxy (AFGAN et al., 2018) é um framework open source que tem como
objetivo facilitar a reprodutibilidade de analises em bioinformatica bem como o acesso
de ferramentas de diversos tipos de analise. A plataforma permite adaptar qualquer
programa desenvolvido para rodar em linha de comando para uma interface grafica.
Servidores abertos (https://usegalaxy.org) tornam analises mais acessiveis ao lidar
com grande volume de dados e ferramentas e interfaces sdo compartilhadas com toda
a comunidade por meio do repositorio Galaxy ToolShed (BLANKENBERG et al.,
2014). O repositorio estende o servico do Galaxy para desenvolvedores criarem e
publicarem novas ferramentas ou adaptagbes de programas existentes. Neste
sentido, foi desenvolvida uma interface grafica do EpiBuilder dentro da plataforma
Galaxy. As interfaces foram desenvolvidas e validadas por meio do programa
Planemo 0.75.0 (https://planemo.readthedocs.io), seguindo as recomendagdes de
boas praticas de desenvolvimento de ferramentas Galaxy.

6.2.2.1 Dados de Entradas

Sao trés formas principais de entradas ao sistema, sendo a primeira delas o
arquivo CSV (comma separated values) gerado pelo BepiPred-2.0 (JESPERSEN et
al., 2017), a segunda o resultado gerado do BepiPred-2.0 através da saida do
programa |IEDB BCell Standalone 3.1 (http://tools.iedb.org/bcell/) (VITA et al., 2019)

e também, caso o usuario possua um Job id (numero utilizado para executar o

BepiPred-2.0 online), o mesmo pode informar este valor e o arquivo é baixado
automaticamente do servidor de arquivos da DTU (Danmarks Tekniske Universitet)
Health Tech, onde o BepiPred-2.0 armazena seus resultados.

Para o modo grafico foi adicionada uma funcionalidade para submissao

automatica no BepiPred-2.0 webserver e o retorno com o valor do Job id é informado
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ao modo grafico que por sua vez monitora até a conclusdo da tarefa, recuperando o

arquivo do servidor conforme fluxo explicado acima.

6.2.2.2 Processamento

O arquivo com os scores dos aminoacidos (da proteina completa) gerados pelo
BepiPred-2.0 s&o carregados no EpiBuilder e os scores sao calculados para as
seguintes funcionalidades: Emini Surface Accessibility (EMINI et al., 1985), Parker
Hydrophilicity (PARKER; GUO; HODGES, 1986), Chou & Fasman Beta-Turn (CHOU;
FASMAN, 2006), Karplus & Schulz Flexibility (KARPLUS; SCHULZ, 1985) e Kolaskar
& Tongaonkar (KOLASKAR; TONGAONKAR, 1990). Esses scores s&o calculados
internamente pelo EpiBuilder, sendo que tais calculos foram reescritos em Java sendo
estes baseados no script em Python do IEDB BCell Standalone. Além disso a massa
molecular (MW), ponto isoelétrico (pl) e indice de hidropatia de cada aminoacido foi
calculada utilizando a biblioteca BioJava (LAFITA et al., 2019).

Os epitopos entdo sdo montados a partir do ponto de corte do BepiPred-2.0
(valor padréo de 0,6), ou seja, se 0 aminoacido for maior ou igual ao ponto de corte,
ele vai sendo concatenado com o proximo aminoacido que esteja com score maior ou
igual ao ponto de corte, quando um aminoacido com valor menor que o ponto de corte
é identificado, o processo reserva o epitopo gerado. Em seguida esses epitopos séo
filtrados para que apenas permanegam os de tamanho compreendido entre minimo
(valor padrao 10) e maximo (valor padrao 30). Ent&o, é verificada a presencga de sitio
de N-glicosilagéo (PITTI et al., 2019), processo realizado pelo préprio EpiBuilder, em
cada epitopo gerado, através da busca do dominio Asn-Xaa-(Ser/Thr), sendo Xaa

qualguer aminoacido exceto Prolina.

6.2.2.2.1 Topologia

Para cada epitopo identificado, € feita uma analise de cada aminoacido para
as funcionalidades escolhidas pelo usuario. Se o aminoacido tiver um score igual ou
acima do ponto de corte escolhido para a funcionalidade, podendo ser valor ser
calculado ou informado pelo usuario, o aminoacido em questdo recebe um caracter
representativo 'E', caso seja menor o valor atribuido € "' (ponto). Para cada

funcionalidade, € calculada a média de score do epitopo, a cobertura da
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funcionalidade em relagdo ao tamanho do epitopo, ou seja, a porcentagem de
aminoacidos que estdo iguais ou acima do ponto de corte e a média dos scores da
funcionalidade. O ponto de corte padrao de cada método é a média dos scores dos
aminoacidos para cada funcionalidade escolhida.

Por fim, é gerado uma estrutura denominada All Matches que s&o os
aminoacidos que estdo com score acima ou igual ao ponto de corte de todas as
funcionalidades selecionadas, dessa forma é possivel que sejam avaliados os trechos
especificos em que ha consenso nas estruturas analisadas. O All Matches também
recebe um valor de cobertura em relagao ao epitopo, podendo, este valor, ser utilizado
como critério avaliativo e ordenagéo.

Junto destes trechos da topologia também sao informados os pontos exatos
dos sitios de N-glicosilagédo através do caracter 'E'. Se o aminoacido tiver o indice de
hidropatia menor que 0 ele recebe um caracter '-' e caso seja maior ou igual a 0 é
atribuido o caracter '+. O exemplo da topologia do epitopo
SQASSRSSSRSRNSSRNSTPG da proteina sp|PODTC9|NCAP_SARS2 do proteoma
de referéncia de Sars-CoV2 pode ser visto na Figura 7.

Figura 7 - Esquema da topologia do epitopo gerada pelo EpiBuilder

Method Threshold S?:\c’)?e Cover Epitope
BepiPred-2.0 0.60 0.64 - SQASSRSSSRSRNSSRNSTPG
Emini 1.00 1.36 0.76 . .EE. EEEEEEEEEEEEE. .E
Parker 2.80 5.63 1.00 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
Chou & Fosman 1.07 1.29 1.00 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
Karplus & Schulz 1.03 1.11 1.00 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
Kolaskar & Tongaonkar 0.95 0.95 0.57 EEEEEEEEE. ...... E..EE
All Matches - - 0.38 ..EE.EEEE....... E...E
N-Glycosylation - - 0.29 | ... EEE.EEE. .
Hydropathy - -1.78 - —mtm s

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

6.2.2.2.2 Busca de epitopos

Os epitopos gerados séo pesquisados nos proteomas informados pelo usuario,
por padrdo a pesquisa € feita buscando a sequéncia completa do epitopo nas
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proteinas carregadas. A busca também pode ser realizada por BLASTP (ROESCH et
al., 2006) (que necessita instalagao prévia no computador), sendo que € necessario
informar o local da instalag&o, os pontos de corte de identity (valor padrao 90), query
cover (valor padréo 90), word-size (valor padrao 4) e a task (valor padrao blastp-short).
O resultado do BLASTP é convertido e integrado ao resultado do EpiBuilder e junto
do accession number da proteina com hit positivo € adicionado a identidade e
cobertura.

6.2.2.3 Arquivos de saida

Os arquivos de saida sdo gerados com o nome no formato <basename>-
epibuilder-<arquivo>, dessa forma, o usuario pode rodar varios experimentos no
mesmo diretdrio e trocando o <basename>. Os arquivos gerados sao os seguintes:
epibuilder-detail.csv, epibuilder-epitopes.fasta, epibuilder-parameters.txt, epibuilder-
protein-summary.tsv, epibuilder-scores.tsv, epibuilder-topology.tsv, epibuilder.txt,
epibuilder.xlsx. Caso o usuario opte por executar a consulta via BLAST, todos os
arquivos de saida gerados pelo BLAST seguem o padrdo <basename>-epibuilder-
blast-<nome do proteoma>.<extens&o>, sendo o resultado do BLAST gerado no
padrao CSV. O fluxo completo EpiBuilder pode ser visto na Figura 8 e a tela

desenvolvida em Java na Figura 9.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Figura 9 - Interface grafica do EpiBuilder
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Select all methods
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Fonte:

finder-epi _fasta

Elaborado pelo autor (2021).
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6.2.3 Predicao de epitopos do secretoma de T. evansi

O arquivo de entrada utilizado para predi¢cao dos epitopos do secretoma de T.
evansi foi baseado no resultado do BepiPred-2.0 online, que utiliza os servidores
proprios da aplicacdo. Como ponto de corte do BepiPred-2.0 foi definido 0.6 e
tamanho entre 10 e 30 residuos de aminoacidos. As funcionalidades escolhidas foram
todas as disponiveis sendo que o ponto de corte definido delas foi o padréo, que é
gerado pelo préprio programa.

Os epitopos foram pesquisados diretamente e via BLASTP (identity = 90, cover
= 90, word-size = 4, task = blastp-short) nas cepas de T. evansi, T. brucei, T. b.
gambiense, T. vivax, T. equiperdum, R. norvegicus e E. caballus. A busca no proteoma
de T. evansi foi realizada para verificagao de epitopos presentes em outras proteinas
nao identificadas no processo de espectrometria de massas.

Para criagdo da proteina para diagnostico diferencial da Surra (Trypanosoma
evansi Diagnostic Protein - TEVDP), foram escolhidos os epitopos exclusivos de T.
evansi obtidos do secretoma, a partir disso foi gerada uma sequéncia de aminoacidos
composta por um peptideo sinal (MKRPSFLLASLLFLAIGSTVIEA) do tipo
SP(Sec/SPI), extraido da proteina TevSTIB805.4.2550 (thioredoxin, putative),
concatenado com a triplicata de cada epitopo, sendo que os epitopos sdo separados
por um cross-linker composto pela sequéncia de trés residuos glicinas e um residuo
de serina (GGGS) que fornece estabilidade a molécula (CHEN; ZARO; SHEN, 2013).
A sequéncia foi submetida ao Phyre2 (KELLEY et al., 2016) para modelagem
computacional, a massa molecular e ponto isoelétrico foi calculado pelo IPC
(KOZLOWSKI, 2016), as imagens geradas pelo PyMol 2.5.0 (https://pymol.org/) e
Protter (OMASITS et al., 2014), a confirmacé&o do peptideo sinal foi feita pelo SignalP-
5.0 (ALMAGRO ARMENTEROS et al., 2019) com ajuste para Bactéria gram-negativa
e a confirmagao de auséncia de dominio transmembranar foi realizada através do
TMHMM v.2.0 (KROGH et al., 2001). A tradugdo reversa de aminoacido para
nucleotideo foi feita utilizando o SMS — Sequence Manipulation Suite (STOTHARD,

2000) utilizando cédons codificaveis em E. coli.

Para criagao da proteina com foco na criagdo de anticorpos neutralizantes a
partir de epitopos para o tratamento da Surra (Trypanosoma evansi Treatment Protein
- TEVTP) foi utilizado o mesmo procedimento da TEVDP, com a diferenga que os
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epitopos escolhidos ndo sao exclusivos e que estdo presentes nas proteinas
envolvidas em processo glicolitico (BALOGUN et al., 2019; MORENO; NAVA, 2015).

Tanto o método para diagnostico quanto tratamento tiveram embasamento em
trabalhos envolvendo a abordagem de vacinologia com auxilio da bioinformatica
(OSTOLIN et al., 2021; ZERBE; MOEHLE; ROBINSON, 2017).

Para facilitar a montagem in silico da proteina foi desenvolvido um programa
user-friendly (Figura 10) na linguagem Java onde o usuario pode configurar como
entrada a sequéncia de peptideo sinal, a sequéncia representando o cross-liker, os
epitopos, numero de repeticoes e se tais repeticdes seguem o modelo in tandem ou
intercalado. Por exemplo, considerando sinal peptideo sendo S, para indicar o
enderecamento desta proteina para processo secretério classico, cross-linker C e os
epitopo X, Y e Z, a proteina resultante, para 3 repeticdbes in tandem seria
SCXCXCXCYCYCYCZCZCZ e para repeticao sem a marcagao in tandem a proteina
resultante seria SCXCYCZCXCYCZCXCYCZ. Além disso o programa ja gera 0s
comandos necessarios para alterar as cores dos aminoacidos no programa PyMol,
sendo o padrdo cinza para o peptideo sinal (com a esfera indicando a posicédo N-

Terminal), amarelo para os epitopos e ciano para o cross-linker.

Figura 10 - Programa para montagem de proteinas a partir de epitopos

e0e
Protein name TEVTP|

Signal peptide MKRPSFLLASLLFLAIGSTVIEA Cross-linker GGGGS

Epitopes RPRDEPSSENPVSV
QDWGRGSGGYDASGN
RSRVTSKLVKA
ADKIRSTGGVPGF
RLKGVGADAD
QRDKKGKPVRDAEGMNLM
MDHQLAALGRGGAM

Repeat epitope 3 Repeat seguence in tandem

One epitope per line Generate protein
Result Pymal commands

show sphere, resi 1-1;
color gray, resi 1-23;
color cyan, resi 24-28;
color yellow, resi 29-42;
color cyan, resi 43-47;
color yellow, resi 48-61;
color cyan, resi 62-66;
color yellow, resi 67-80;
color cyan, resi 81-85;
color yellow, resi 86-100;

Copy to clipboard Copy to clipboard
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O fluxo e os programas utilizados no processo de analise de bioinformatica

pode ser visto na Figura 11.

Figura 11 - Pipeline da analise in silico
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 PERFIL DAS PROTEINAS SECRETADAS

As proteinas separadas por SDS-PAGE tanto em 27°C quanto em 37°C,
purificado e n&o purificado, tiveram uma predominancia maior na regiao entre 50-80
kDa, sendo que em 37°C é perceptivel uma concentracdo maior de proteinas em
ambas as condi¢des, como pode ser visto na Figura 12. Entretanto, essa amplitude,
considerando o ensaio de imunolégico (WESTERN-BLOT), ja ndo é tdo abundante. A
lane 37P do SDS-PAGE (Figura 12) apresentou a mesma distribuicdo e intensidade
do secretoma de T. evansi realizado em 2008 (HOLZMULLER et al., 2008a).

Figura 12 - SDS-PAGE e WESTERN BLOT das amostras do secretoma

SDS-PAGE WESTERN-BLOT
MW | CP | 27P | 37P | CNP | 27NP! 37NP  CP | 27P | 37P | CNP | 27NP | 37NP | MW

115 - [~ 16
L ]

80 — b - 80

70 1 — ™ -70

| - 4

50 — = . —50
-

30 — ; ~ 30

25 — — 25

15— 18 B -5

10 — —10

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Nota: MW — Marcador de massa molecular, CP — Controle negativo do experimento com parasito
purificado (somente meio secretoma), 27P — Secretoma de T. evansi purificado com meio em 27°C,
37P — Secretoma de T. evansi purificado com meio em 37°C, CNP — Controle negativo do
experimento com parasito n&o-purificado (sobrenadante do gradiente de Percoll ® do sangue de rato
nao infectado), 27NP — Secretoma de T. evansi ndo-purificado com meio em 27°C, 37P — Secretoma

de T. evansi nao-purificado com meio em 37°C.
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Ao todo foram identificadas 246 proteinas no secretoma de T. evansi e 154 na
parte soluvel do lisado do parasito (ANEXO A) de um total de 10.109 proteinas. O
ponto isoelétrico médio estimado foi de p.H 6,57 e a massa molecular das proteinas
identificadas variou de 10kDa (TevSTIB805.7.1310 - 10 kDa heat shock protein,
putative) até 606 kDa (TevSTIB805.11_01.1100 - calpain-like protein, putative,
cytoskeleton assocociated protein, putative) com a média de 68,46 kDa. Por ser
predita com uma alta massa molecular, a proteina TevSTIB805.11_01.1100 foi
analisada individualmente e foram identificados 247 stop codons, o que indica um
provavel erro de montagem, sugerindo um falso positivo para esta proteina. Das 246
proteinas identificadas no secretoma, apenas 6 delas apresentaram stop codon em
sua sequéncia de aminoacidos, aléem da TevSTIB805.11_01.1100 s&o elas: com 5
stop codons, TevSTIB805.2.470 - retrofransposon hot spot protein (RHS,
pseudogene), putative, com 30 stop codons, TevSTIB805.11_01.4920 -
retrotransposon hot spot protein (RHS, pseudogene), putative e com 1 stop codon,
TevSTIB805.8.5690 - flagellar calcium-binding protein,44 kDa calflagin,44 kDa
calcimedin, TevSTIB805.9.12110 - variant surface glycoprotein (VSG, pseudogene),
putative, variant surface glycoprotein (VSG), frameshifted and point mutation e
TevSTIB805.11_01.13420 — polyubiquitin.

As proteinas com mais de 200 kDa identificadas foram
TevSTIB805.11_01.1100 (calpain-like protein, putative, cytoskeleton assocociated
protein, putative) (606 kDa), TevSTIB805.4.2140 (antigenic protein, putative) (510
kDa), TevSTIB805.11_01.2500 (dynein heavy chain, putative) (485 kDa),
TevSTIB805.4.590 (dynein heavy chain, putative) (479 kDa), TevSTIB805.8.4940
(Flagellar Member 3) (467 kDa), TevSTIB805.10.10860 (microtubule-associated
protein, putative) (267 kDa), TevSTIB805.6.3630 (endosomal trafficking protein RME-
8, putative) (253 kDa) e TevSTIB805.1.400 (retrotransposon hot spot protein (RHS,
pseudogene), putative (224 kDa), sendo que nenhuma delas, exceto a
TevSTIB805.11_01.1100, possui stop codons.

Na Figura 13 pode-se ver uma predominancia maior de proteinas contendo as
regides de ponto isoelétrico entre 4 e 6 e massa molecular até 100 kDa, sendo que
esta frequéncia se refere a apenas em relagcdo a ocorréncia de uma proteina em

relagdo direcionada na sua massa molecular (em kDa) e ponto isoelétrico e n&o a

(2]
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intensidade dela pelo método de espectrometria de massas. Tal distribuicdo vai de

encontro a distribui¢cdo vista também no SDS-PAGE (Figura 12).

Figura 13 - Relagdo massa molecular e ponto isoelétrico do secretoma
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Das 246 proteinas identificadas, a maioria (170) foram estimadas como sendo
citoplasmaticas, 29 sendo nuclear e 6 sendo como parte de membrana plasmatica.
Foi também verificada a presenca de 22 (~8%) proteinas que apresentaram dominios
transmembranares (TMHMM e Phobius), este resultado se assemelha aos ~5% de
proteinas com dominios transmembranares encontradas em secretoma de T. brucei
(GEIGER et al., 2010), dando suporte para a possibilidade de presenga de vesiculas
extracelulares (MUGNIER; PAPAVASILIOU; SCHULZ, 2016; SZEMPRUCH et al.,
2016) no secretoma do T. evansi.

()]
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Grafico 1 - Localizacao subcelular das proteinas secretadas de T. evansi
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Foram identificadas 52 proteinas anotadas como hypothetical protein ou
unspecified product, sendo que foi possivel a reanotacdo de 49 delas com
confiabilidade. Além disso das 246 proteinas, 14 delas estdo anotadas como sendo
pseudogene no proteoma de referéncia do T. evansi. Tal evidéncia, juntamente com
o grande numero de proteinas hipotéticas, traz a necessidade de revisitar o genoma
para elucidar tais necessidades de reanotagao funcional (ZIMMER, 2019). A partir
desta reanotacdo foi possivel por exemplo identificar proteinas envolvidas em
processos metabolicos como a por exemplo cytosolic malate dehydrogenase
(MORENO; NAVA, 2015), proteinas da constituicdo da basal como Flagellum
attachment zone protein 2 (FAZ2) e Flagellum attachment zone protein 3 (FAZ3)
(SUN; WANG, 2011), cytoskeleton associated protein (MAY et al., 2012) e
microtubule-associated protein (DONG et al., 2020), bem como proteina envolvida no
estresse e sinalizagdo do parasito como é o caso da heat shock protein 70 (LOUW et
al., 2010).

(o2
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Pela analise de gene ontology (GO) para fungao molecular (F) € possivel notar
dois grupos bastante evidentes que é o referente a ligagdo (binding) e atividade
catalitica (catalytic activity). Para processo biolégico (P) o destaque fica para a grande
parte das proteinas envolvidas em processo metabalico (metabolic process), que deve
estar relacionado com processo de sobrevivéncia do parasito. Além disso é possivel
notar que 16% das proteinas secretadas apresentou possibilidade de ligagdo com
drogas (drug binding), podendo estas serem focos de estudo futuro para terapéutica
da Surra (Gréfico 2).

Grafico 2 - Distribuigdo do gene ontology (GO) do secretoma de T. evansi

Number of proteins
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
protein binding G 4O (20%)

heterocyclic compound binding

75 (30.6%)
organic cyclic compound binding GGG 75 (30.6%)
binding ion binding I G7 (27.3)
small molecule binding GG 55 (22.4)
drug binding G 41 (16.7%)
carbohydrate derivative binding GG 4O (20%)
ligase activity G 15 (6.1%)

Molecular Function

catalytic activity, acting on RNA I 12 (4.9%)
catalytic activity transferase activity EEE— 16 (6.5%)
hydrolase activity G 39 (15.9%)
catalytic activity, acting on a protein G 21 (8.6%)
structural molecule activity structural constituent of ribosome I 14 (5.7)
nitrogen compound metabolic process NN /6 (31%)
organic substance metabolic process GGG 55 (34.7%)
biosynthetic process GGG 51 (20.8%)
metabolic process primary metabolic process I 51 (33.1%)
small molecule metabolic process G 35 (14.3%)
catabolic process N 14 (5.7%)

cellular metabolic process GGG 69 (28.2%)

Biological Process

regulation of cellular process I 10 (4.1%)
cellular process protein folding I 13 (5.3%)
establishment of localization EE— 12 (4.9%)

localization cellular localization NN 10 (4.1%)

biological regulation regulation of biological process N 12 (4.9%)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

7.2 PROTEINAS SECRETADAS POR VIA NAO-CLASSICA

Apenas 3 das 246 foram estimadas como sendo pertencentes a matriz
extracelular (

(3]
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Grafico 1) sendo que apenas 12 proteinas apresentaram peptideo sinal, que
sinalizam para secregcdo da proteina, e somente 6 como preditas como sendo
secretadas por meio ndo-convencional (SecretomeP). Este comportamento de poucas
proteinas serem identificadas com peptideo sinal foi observado em trabalho de
secretoma de Leishmania mexicana (HASSANI et al., 2011) e no secretoma de T.
brucei (GEIGER et al., 2010), indicando que esses parasitos provavelmente secretam
proteinas por outras vias secretérias (BAYER-SANTOS et al., 2013; GEIGER et al.,
2010) como por exemplo através de EVs (ELIAZ et al., 2017; SZEMPRUCH et al.,
2016), sendo estas inclusive estudadas como fatores de viruléncia de tripanossomas
(MUGNIER; PAPAVASILIOU; SCHULZ, 2016) e até mesmo como sinalizadoras de
estresse entre os parasitos (ELIAZ et al., 2017).

7.3 SECRETOMA DO PARASITO PURIFICADO (P) E NAO-PURIFICADO (NP)

Este € o primeiro trabalho que detalha por espectrometria de massas o
secretoma de T. evansi inclusive considerando a possibilidade de analise sem e com
purificagdo do parasito por cromatografia de troca idnica por DEAE-Celulose
(TAVARES et al., 2011).

As proteinas do grupo purificado (P) foram identificadas em maior numero
sendo 70 delas em 27°C e 215 em 37°C. Em relag&o ao grupo n&o-purificado (NP) o
total de proteinas identificadas foi de 34 em 27°C e 167 em 37°C, sendo que apenas
11 proteinas foram identificadas apenas no grupo NP. As proteinas de R. norvegicus
foram encontradas em todos os grupos, porém em menor quantidade no grupo P, a
hipdtese € que a presenga dessas proteinas em maior quantidade no grupo NP pode
ter interferido no processo de identificacdo de mais proteinas de T. evansi. Foram
identificadas 154 proteinas na parte soluvel do parasito, sendo 29 delas identificadas
apenas neste grupo. Os totais de proteinas identificadas podem ser vistos no Grafico
3.

E possivel observar pela Grafico 3 que o grupo NP possui uma maior
quantidade de proteinas do R. norvegicus (40 no 27NP e 23 no 37NP comparado com
9 no 27P e 3 no 37NP), o que ja era esperado uma vez que ndo houve um processo
de purificagédo, conservando a maior parte das proteinas presentes no sangue animal.
Como dito anteriormente, € provavel que a presenca dessas proteinas possa ter

interferido na resolugcdo no processo de espectrometria de massas. Uma alternativa

(6]}
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para isso seria a utilizacdo de kit de deplecado de proteinas abundantes de soro e
plasma como ProteoSpin® (Norgen Biotek Corp, Thorold, ON), esta técnica ja foi
aplicada em experimento de analise de proteinas do soro de camundongo infectado
experimentalmente por T. evansi, onde foi possivel a identificacdo de 30 proteinas do
parasito apos o processo de deplecdo (CALOMENO et al., 2021).

Grafico 3 - Quantitativo de proteinas identificadas

250 246
215

200
[42]
.;_:J 167
3 154
2 150
o
&
0
£
=}
Z 100

70
44
50 34 40
23
J 3
0
27°C 37°C 27°C 37°C
Purified Non-Purified Total
Secretome Soluble

mT. evansi mR. norvegicus

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Considerando a presenca das proteinas de T. evansi exclusivas entre os
grupos (P27, P37, NP27 e NP37) foi verificado que 56 de 215 estdo no grupo 37P, 6
de 70 no 27P, 11 de 167 no grupo 37NP e 0 de 34 no grupo 27NP. Com isso é possivel
observar que, mesmo sem passar pelo processo de purificagcdo, € possivel a
realizagédo de experimento de secretoma do T. evansi sem grandes perdas no numero
de proteinas. Também ¢é possivel observar a presenca de 125 proteinas da porgao
soluvel (S) que também estdo presentes no secretoma de T. evansi, ou seja, 121

proteinas foram identificadas exclusivamente nas amostras da secrecgao.
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E possivel verificar também na Figura 14 que 27 proteinas estio presentes em
todos os grupos, as mesmas estéo listadas na Tabela 1, onde as proteinas que estéo
em destaque (negritado) passaram por processo de reanotagao por similaridade via
BlastP e HMMER.

Figura 14 - Diagrama de Venn da presenca de proteinas por grupos

Purified 37°C
(215)

Non-Purified 37°C

Purified 27°C
(70)

Non-Purified 27°C
(34)

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Tabela 1 - Proteinas presentes nos grupos S, P37, P27, NP37, NP27

Informacgdes da proteina Peptideos unicos

Descrigao SL | S | NP27 | NP37 | P27 | P37
enolase C 14 5 16 9 14
heat shock protein, putative cC 9 3 15 10 11
heat shock protein 70 C 29 14 32 17 43
elongation factor 2 C 15 5 17 9 23
pyruvate kinase 1 C 13 4 11 9 17
heat shock protein, putative C 10 4 17 10 15

(o2}
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adenylosuccinate synthetase, putative
heat shock 70 kDa protein, putative
alpha tubulin

arginine kinase
2,3-bisphosphoglycerate-independent
phosphoglycerate mutase
fructose-bisphosphate aldolase,
glycosomal

beta tubulin

cyclophilin a,cyclophilin type peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase

C-terminal motor kinesin, putative
S-adenosylhomocysteine hydrolase,
putative

tryparedoxin peroxidase

eukaryotic initiation factor 4a, putative
The ARF-like 2 binding protein BART,
putative

microtubule-associated protein, putative
tryparedoxin

glucose-regulated protein 78,
putative,luminal binding protein 1 (BiP),
putative

variant surface glycoprotein (VSG,
pseudogene), putative,variant surface
glycoprotein (VSG), frameshifted and
point mutation

protein disulfide isomerase,bloodstream-
specific protein 2 precursor
glycerol-3-phosphate dehydrogenase
[NAD ], glycosomal

ADP-ribosylation factor-like protein 3A,
putative
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p25-alpha, putative o 2 2 2 3 2
Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Nota: SL (Localizagao subcelular, C - Citoplasmatica, ER - Reticulo endoplasmatico, M - Mitocondrial,

O- Outras). Em negrito estao as proteinas que foram reanotadas.

Algumas proteinas encontradas no secretoma de T.evansi também foram
identificadas em abundancia em plasma de pacientes humanos infectados por
Trypanosoma brucei rhodesiense (EYFORD et al., 2013) s&o elas polyubiquitin,
HSP70, retrotransposon hot spot (RHS), chaperone protein DNA|, peptidyl-prolyl cis-
frans isomerase, triosephosphate isomerase, calmodulin, dynein heavy chain,
eukaryotic translation initiation factor 5 e kinesin. Das 30 proteinas de T. evansi
identificadas em soro de ratos infectados experimentalmente (CALOMENO et al.,
2021), 23 foram encontradas no secretoma, séo elas: variant surface glycoprotein
(VSG), beta tubulin, alpha tubulin, phosphoglycerate kinase, microtubule-associated
protein, heat shock protein, pyruvate kinase 1, C-terminal motor kinesin, elongation
factor 1-alpha enolase, elongation factor 2, The ARF-like 2 binding protein BART, 14-
3-3-like protein, cyclophilin a cyclophilin type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, S-
adenosylhomocysteine hydrolase, 73 kDa paraflagellar rod protein PFR1,
amidinotransferase, paraflagellar rod component, S-adenosylmethionine synthetase,
glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD] glycosomal, eukaryotic initiation factor 4a,
tryparedoxin peroxidase, arginine kinase, Tetratricopeptide repeat e actin A.

A presencga de proteinas tanto em soro de humanos e ratos infectados com
tripanossomas quanto no secretoma de T. evansi como € o caso da HSP, peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase e eukaryotic translation initiation, pode indicar um perfil de
secregao basal entre os tripanossomatideos.

7.4 A TEMPERATURA COMO MODULADOR DE SECRECAO

O T. evansi sempre permanece na forma infectante de tripomastigota e n&o
possui vetor obrigatorio como T. brucei, que tem espécies do género Glossina como
vetores biolégicos do parasito (CARNES et al., 2015; DESQUESNES et al., 2013). A
transmissao deste parasito se da de forma mecanica, normalmente através de repasto
sanguineo de animal para animal, onde, dentro do vetor mecénico, ndo ocorre

nenhuma multiplicagdo ou associagao entre parasito e 0 mesmo (DESQUESNES et
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al., 2009). Por este motivo pouco se sabe sobre a biologia deste parasito dentro do
seu vetor mecanico.

Estudo feito com T. brucei mostra que a elevagao da temperatura (de 28°C para
37°C) tem o papel fundamental para ativagdo da transcricdo de VSGs quando na
forma sanguinea (KOLEV; RAMSDELL; TSCHUDI, 2018). Além disso, a temperatura
também funciona como sinalizador para diferenciagdo do parasito (RODITI;
SCHUMANN; NAGULESWARAN, 2016). Um outro estudo mostrou que o aumento da
temperatura auxilia no desenvolvimento e multiplicagdo de Trypanosoma rangeli
(FERREIRA et al., 2018).

Os tripanossomas na mosca sao frequentemente confrontados com variagcoes
de temperatura muito maiores do que as no momento que estdo na corrente dos
mamiferos e devem ser capazes de sobreviver tanto ao choque térmico quanto ao frio
(RODITI; SCHUMANN; NAGULESWARAN, 2016). Além disso, outro estudo com
Leishmania mexicana (HASSANI et al., 2011), causadora da leishmaniose cuténea,
mostrou que a troca de temperatura de 25°C para 37°C aumentou consideravelmente
a concentragao das proteinas secretadas em um espaco de 4 horas.

Neste sentido, apos o experimento foi possivel verificar que a temperatura foi um
componente modulador para secrec¢ao do T. evansi, apesar do mesmo nao fazer ciclo
no vetor, permanecendo sempre na forma tripomastigota, tanto no vetor quanto no
hospedeiro, diferente por exemplo de T. brucei e T. b. gambiense (DESQUESNES et
al., 2013). Com isso, tais proteinas exclusivas identificadas na temperatura de 27°C
podem estar relacionadas com a sobrevivéncia do parasito no vetor. E possivel ver
tanto nos grupos P quanto NP que a temperatura em 37°C elevou intensidade das
bandas (Figura 12), e através da analise de EM foi possivel a identificacdo de 74
proteinas pertencentes aos grupos com 27°C e 237 proteinas do grupo de 37°C.

Apesar da abundancia das proteinas de 37°C para 27°C ter diminuido, algumas
proteinas foram encontradas apenas em 27°C que s&o RNA-binding protein 42 (RNA-
binding motif protein 42) (TevSTIB805.6.4570), HAD domain in Swiss Army Knife RNA
repair proteins, putative (TevSTIB805.10.12960), profilin (TevSTIB805.11_01.14240),
Rab-like 5, small G protein (TevSTIB805.11_01.17410), thioredoxin, putative
(TevSTIB805.4.2550), polyubiquitin (TevSTIB805.11_01.13420 e
TevSTIB805.11_01.16210), 10 kDa heat shock protein, putative
(TevSTIB805.7.1310), ADP-ribosylation factor, putative (TevSTIB805.6.3780), tais

(o2}

W P4g. 61 de 143 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00042513/2021 e o codigo 3BV6BM24.



62

proteinas podem ser um ponto de partida para um estudo mais aprofundado a respeito

da interagao do T. evansi com vetores mecanicos, principalmente tabanideos.

7.5 PROTEINAS PATOGENICAS PRESENTES NA SECRECAO

Foram identificadas, apos analise de interagao proteina-hospedeiro (HPIDB 3.0),
um total de 19 proteinas com potencial patogénico de T. evansi. As proteinas-alvo
dessas interagdes foram relacionadas inicialmente com proteinas de Homo sapiens
e. R. norvegicus, por limitacdo do proprio software. Tais proteinas entdo foram
comparadas com as de E. caballus para avaliar as similaridades, sendo que todas
elas tiveram hits validos. Dentre as 19 proteinas identificadas, 4 delas (actin A, S-
adenosylhomocysteine hydrolase, cyclophilin A e heat shock protein 70) foram
identificadas no soro de camundongos infectados experimentalmente com T. evansi
(CALOMENO et al, 2021), sendo que a heat shock protein 70
(TevSTIB805.11_01.11690) esta reanotada como glucose-regulated protein 78,
putative, porém, apds analise via BlastP (banco de dados NR) pelo portal do NCBI,
houve match de 100% de identidade e cobertura com E-value = 0 para heat shock
protein 70 (HSP 70) de T. equiperdum, sendo que esta proteina em
tripanossomatideos tem varias fun¢gées como sobrevivéncia e viruléncia (DRINI et al.,
2016; LOUW et al., 2010) e é inclusive estudo de alvo de drogas para fins terapéuticos
(BENTLEY; JAMABO; BOSHOFF, 2019; PRASANNA; UPADHYAY, 2021).

Foram encontradas 17 peptidases no secretoma de T. evansi, sendo que
algumas delas sdo citadas em trabalho de meta-analise sobre a importancia na
patogenia causada pelas proteases que s&o secretadas/excretadas por
tripanossomas (BOSSARD; CUNY; GEIGER, 2013). As proteinas que estéao listadas
no estudo e que também foram identificadas no secretoma de T. evansi s&o:
aminopeptidase P1 (TevSTIB805.3.2110), thimet oligopeptidase A
(TevSTIB805.7.130), prolyl oligopeptidase (TevSTIB805.10.8510), oligopeptidase B
(TevSTIB805.11_01.13260), cysteine peptidase family C2 (TevSTIB805.7.4340 e
TevSTIB805.1.2020) e C13 (TevSTIB805.10.2620 e TevSTIB805.11_01.3300) e por
fim metallopeptidase family M24 (TevSTIB805.3.5920).

»

& P4ag. 62 de 143 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00042513/2021 e o codigo 3BV6BM24.



63

7.6 ORTOLOGIA DO SECRETOMA COM OUTROS TRIPANOSSOMATIDEOS

Apos a analise de ortologia, foi possivel identificar 208 grupos ortélogos do
secretoma de T. evansi com T. brucei, T. brucei gambiense, T. vivax e T. equiperdum,
0 que leva a crer que tais organismos compartilham tais proteinas levantando a
hipétese de que as mesmas estdo relacionadas com a secrecao basal desses
parasitos em diversos hospedeiros. E possivel também verificar que o T. vivax é o
organismo que menos compartilha proteinas com o secretoma de T. evansi, que foram
234 proteinas, ja o T. equiperdum compartilha com o secretoma de T. evansi 263
proteinas. Com T. brucei a semelhanga € maior com 358 proteinas e T. brucei
gambiense com 303 proteinas. Essa maior semelhanga com os organismos do
Trypanozoon, deve-se principalmente pela semelhanga genética entre eles. Das 246
proteinas do secretoma, apenas a proteina retrotransposon hot spot protein (RHS,
pseudogene), putative (TevSTIB805.2.470), ndo encontrou ortélogos nos outros
tripanossomas analisados, apesar disso, outras 6 proteinas RHS foram encontradas
no secretoma e inclusive a mesma ja foi encontrada em secretoma de T. brucei/T.
brucei gambiense (ATYAME NTEN et al., 2010).

Fazendo uma analise comparativa via BlastP (na base de dados NR do NCBI)
da proteina retrofransposon hot spot protein (RHS, pseudogene), putative
(TevSTIB805.2.470), o maior valor da similaridade foi com a proteina RHS1 de T.
brucei (AAL14359.1) com 88% de cobertura e 89,62% e E-value igual a 0.

O quantitativo dos grupos ortélogos, bem como o total de proteinas de cada
organismo que estao distribuidas entre os grupos, pode ser visto no Grafico 4.

Grafico 4 - Distribuigao dos grupos ortélogos do secretoma de T. evansi
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

7.7 ENZIMAS ENVOLVIDAS EM PROCESSO GLICOLITICO

Um estudo comparativo entre T. evansi e T. brucei (MORENO; NAVA, 2015),
evidenciou a grande similaridade de proteinas envolvidas no processo glicolitico de
ambos os parasitos. Tal processo tem relacdo com a sobrevivéncia do parasito no
hospedeiro mamifero e que, por sua vez, acaba acarretando na reducido de
concentragéo glicose no sangue do mesmo (MORENO; NAVA, 2015). As proteinas
listadas no estudo foram as seguintes: fructose-bisphosphate aldolase (ALD), enolase
(ENO), glycerol-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH), glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), glutamate-oxaloacetate transaminase (GOT), glucose-6-
phosphate dehydrogenase (GPD), hexokinase (HK), lactate dehydrogenase (LD),
malate dehydrogenase (MD), phosphofructokinase (PFK), glucose-6-phosphate
isomerase (PGl), phosphoglycerate kinase (PGK), phosphoglycerate mutase (PGM),
pyruvate kinase (PK) e triosephosphate isomerase (TIM). Além disso, outras proteinas
que nao foram listadas no estudo, mas que tem papel fundamental na producéo da
ATP é a trypanosomal glycerol kinase (TGK) e trypanosomal alternative oxidase (TAO)
(BALOGUN et al., 2019).

Neste presente trabalho foram identificadas 17 proteinas de T. evansi
envolvidas em processo glicolitico (Tabela 2), sendo 17 encontradas no grupo S e 15
delas nos grupos que compde o secretoma (27P, 37P, 27NP e 37NP). Considerando
as 17 proteinas envolvidas no processo glicolitico (BALOGUN et al., 2019; MORENO;
NAVA, 2015), apenas as proteinas GOT, GPD e LD nao foram identificadas neste
trabalho, corroborando com a hipétese de que o T. evansi secreta tais proteinas como
estratégia de sobrevivéncia.

Das 15 proteinas do processo glicolitico identificadas no secretoma, 2 delas
possuem peptideo sinal, que indica secre¢cao por via classica. Este valor é
representativo uma vez que das 246 proteinas identificadas no secretoma, apenas 12
delas possuem peptideo sinal.

Tabela 2 - Proteinas do processo glicolitico identificadas
ID Abreviacao Grupos

(o2}
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S | NP27 | NP37 | P27 | P37
TevSTIB805.10.5960 ALD Y Y Y Y Y
TevSTIB805.10.3130 ENO Y Y Y Y Y
TevSTIB805.9.9020 TGK Y - Y - Y
TevSTIB805.11_01.7680 G3PDH Y - - - -
TevSTIB805.8.3630 G3PDH Y Y Y Y Y
TevSTIB805.10.7270 GAPDH Y Y Y Y Y
TevSTIB805.6.4410 GAPDH Y Y Y - Y
TevSTIB805.11_01.7860 GAPDH Y Y Y Y Y
TevSTIB805.10.2150 HK Y - Y Y Y
TevSTIB805.11_01.11600 MD Y - Y Y Y
TevSTIB805.3.3350 PGK Y - Y - Y
TevSTIB805.1.640 PFK Y - Y - Y
TevSTIB805.1.3740 PGI Y - Y - Y
TevSTIB805.10.8410 PGM Y Y Y Y Y
TevSTIB805.10.14870 PK Y Y Y Y Y
TevSTIB805.11_01.5720 TIM Y - Y Y Y
TevSTIB805.10.7530 TAO Y - - - -

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Alguns estudos anteriores ja apontavam para a utilizagdo de proteinas
envolvidos em processo glicolitico como alvo terapéutico por doengas causadas por
tripanossomas por inibir o crescimento do parasito in vitro (ARONQOV et al., 1998; OTT
et al., 2006; VERLINDE et al., 2001). J& mais recentemente, foi publicado um estudo
in vitro, com reposicionamento de farmaco anti-tumoral envolvidos processo
relacionado a consumo de glicose (demandado pelos parasitos para crescimento dos
mesmos), que mostrou agado na diminuigdo de sobrevivéncia de T. brucei e indugao
da morte de T. cruzi e até mesmo com ac&o anti-plasmodial (MARTINEZ-FLOREZ et
al., 2020).

Em um estudo in vivo, utilizando camundongos como modelo animal, mostrou
que inibidores da phosphofructokinase (PFK) de tripanossomas e que ndo agem sobre
a PFK de humanos, induziu a diminuicdo da parasitemia de animais infectados por T.
brucei (MCNAE et al., 2021).

Por fim, 4 proteinas envolvidas em processo glicolitico e presentes no
secretoma de T. evansi, também foram identificadas em soro de camundongo

infectados por T. evansi (CALOMENO et al., 2021), que por sua vez pode indicar um

»
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alvo terapéutico como relatado no estudo da phosphofructokinase (MCNAE et al.,
2021)

7.8 EPITOPOS GERADOS A PARTIR DO SECRETOMA

Ao todo foram identificados 323 epitopos distribuidos em 140 proteinas (ANEXO
B), dos quais 28 apresentam dominio de N-glicosilagdo. Das 140 proteinas, 24 delas
possuem mais de 4 epitopos sendo que a proteina Flagellum attachment zone protein
2 (TevSTIB805.1.4200) apresentou o maior numero individual de epitopos com 14
epitopos, sendo 1 deles N-glicosilado. A maioria dos epitopos esta concentrada nos
grupos com temperatura de 37°C, sendo que no grupo NP27 apenas uma proteina foi
identificada microtubule-associated protein, putative (TevSTIB805.3.960) e no grupo
P27 seis proteinas foram identificadas como tendo mais de 4 epitopos.

Quatro proteinas foram identificadas possuindo mais de 10 epitopos, sendo trés
delas s&o relacionadas com flagelo e citoesqueleto flagellum attachment zone protein
2 (TevSTIB805.1.4200) (SUN; WANG, 2011), cytoskeleton associated protein putative
(TevSTIB805.7.3730) (MAY et al., 2012), microtubule-associated protein putative
(TevSTIB805.3.960)(DONG et al.,, 2020) e uma relacionada com o processo de
transcricdo temperature dependent protein affecting M2 dsRNA replication putative
(TevSTIB805.10.1600) (DO NASCIMENTO et al., 2020), todas anteriormente
anotadas como hipotéticas no proteoma de referéncia de T. evansi e ainda possuindo
epitopos compartilhados entre T. brucei, T. b. gambiense e T. equiperdum.
Curiosamente, nenhum dos epitopos esta presente em T. vivax. Das 140 proteinas
apenas 16 delas possuem epitopos compartilhados com T. vivax, sendo estes
epitopos também compartilhados na sua maioria com T. brucei, T. b. gambiense e T.
equiperdum. A presenca de proteinas flagelares no secretoma de T. evansi pode ter
relagdo com a secregdo de vesiculas extracelulares (EVs), sendo que em
tripanossomas as vesiculas extracelulares podem conter diversas proteinas flagelares
que contribuem para viruléncia do parasito (MUGNIER; PAPAVASILIOU; SCHULZ,
2016; SZEMPRUCH et al., 2016).

(o)}
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7.9 PROTEINA PARA TRATAMENTO DA SURRA - TEVTP

Como possivel alvo terapéutico/vacinal, a partir de indugao da criagcao de anticorpos
neutralizantes baseados em epitopos (ZERBE; MOEHLE; ROBINSON, 2017) e
percebendo a importancia da glicolise para a sobrevivéncia do parasito, sendo esta
também foco de alvo terapéutico (ARONOQOV et al., 1998; MARTINEZ-FLOREZ et al.,
2020; MCNAE et al.,, 2021; OTT et al.,, 2006; VERLINDE et al., 2001) foram
identificados 6 epitopos em 4 proteinas presentes no secretoma e envolvidas no
processo glicolitico (Tabela 3). Interessantemente a proteina TevSTIB805.1.640
(phosphoglycerate kinase) foi encontrada em sangue de camundongo infectado
experimentalmente por T. evansi (CALOMENO et al., 2021), podendo esta ser foco
de estudo futuro para uma terapéutica mais precisa. Com esta proteina espera-se
que, ao ser inoculado, o hospedeiro desenvolva anticorpos anti-proteinas-glicoliticas,
que possam retardar a multiplicagado do parasito, reduzindo assim a parasitemia, como
por exemplo na vacina contra tétano que a protecao € induzida através da inoculacao
de toxinas inativadas (tetanus toxoid) (PRZEDPELSKI et al., 2020).

Tabela 3 - Epitopos de proteinas envolvidas em processo glicolitico identificadas no

secretoma de T. evansi

Epitopo Proteina Tamanho
RPRDEPSSENPVSV ATP-dependent 14
QDWGRGSGGYDASGN phosphofructokinase 15
RSRVTSKLVKA 11
ADKIRSTGGVPGF phosphoglycerate kinase 13
RLKGVGADAD glucose-6-phosphate isomerase, 10
glycosomal
QRDKKGKPVRDAEGNLM 2,3-bisphosphoglycerate- 17
independent  phosphoglycerate
mutase

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Exceto o epitopo ADKIRSTGGVPGF, que ndo esta presente em T.
equiperdum, todos eles estdo presentes em T. brucei, T. b. gambiense e T.

equiperdum, o que pode levar ao desenvolvimento de uma terapéutica mais

(o)}
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abrangente considerando os tripanossomas do grupo Trypanozoon, uma vez que tais
epitopos nao foram identificados em T. vivax.

A construgdo da TEVTP resultou em uma proteina de 353 residuos de
aminoacidos (sequéncia génica de 1062 bp) (Figura 15) com massa molecular de 34
kDa e ponto isoelétrico de 10,15 p.H. A auséncia de dominio transmembranar pode
ser vista na Figura 16, a presenga do peptideo sinal na Figura 17 e o modelo

tridimensional na Figura 18.

Figura 15 - Proteina e gene da TEVTP

Proteina
Signal Peptide
MKRPSFLLASLLFLAIGSTVIEAGGGGSRPRDEPSSENPVSVGGGGSRPRD
EPSSENPVSVGGGGSRPRDEPSSENPVSVGGGGSQDWGRGSGGYDASGNGG Enit
pitopes

GGSQDWGRGSGGYDASGNGGGGSQDWGRGSGGYDASGNGGGGSRSRVTSKL
VKAGGGGSRSRVTSKLVKAGGGGSRSRVTSKLVKAGGGGSADKIRSTGGVP Cross-linker
GFGGGGSADKIRSTGGVPGFGGGGSADKIRSTGGVPGFGGGGSRLKGVGAD

ADGGGGSRIKGVGADADGGGGSRLKGVGADADGGGGSQRDKKGKPVRDAEG . Stop codon

NLMGGGGSQRDKKGKPVRDAEGNLMGGGGSQRDKKGKPVRDAEGNLM.

Sequéncia génica

ATGAAACGCCCGAGCTTTCTGCTGGCGAGCCTGCTGTTTCTGGCGATTGGC
AGCACCGTGATTGAAGCGGGCGGCGGCGGCAGCCGCCCGCGCGATGAACCG
AGCAGCGAAAACCCGGTGAGCGTGGGCGGCGGCGGCAGCCGCCCGCGCGAT
GAACCGAGCAGCGAAAACCCGGTGAGCGTGGGCGGCGGCGGCAGCCGCCCG
CGCGATGAACCGAGCAGCGAAAACCCGGTGAGCGTGGGCGGCGGCGGCAGC
CAGGATTGGGGCCGCGGCAGCGGCGGCTATGATGCGAGCGGCAACGGCGGC
GGCGGCAGCCAGGATTGGGGCCGCGGCAGCGGCGGCTATGATGCGAGCGGC
AACGGCGGCGGCGGCAGCCAGGATTGGGGCCGCGGCAGCGGCGGCTATGAT
GCGAGCGGCAACGGCGGCGGCGGCAGCCGCAGCCGCGTGACCAGCAAACTG
GTGAAAGCGGGCGGCGGCGGCAGCCGCAGCCGCGTGACCAGCAAACTGGTG
AAAGCGGGCGGCGGCGGCAGCCGCAGCCGCGTGACCAGCAAACTGGTGAAA
GCGGGCGGCGGCGGCAGCGCGGATAAAATTCGCAGCACCGGCGGCGTGCCG
GGCTTTGGCGGCGGCGGCAGCGCGGATAAAATTCGCAGCACCGGCGGCGTG
CCGGGCTTTGGCGGCGGCGGCAGCGCGGATAAAATTCGCAGCACCGGCGGC
GTGCCGGGCTTTGGCGGCGGCGGCAGCCGCCTGAAAGGCGTGGGCGCGGAT
GCGGATGGCGGCGGCGGCAGCCGCCTGAAAGGCGTGGGCGCGGATGCGGAT
GGCGGCGGCGGCAGCCGCCTGAAAGGCGTGGGCGCGGATGCGGATGGCGGC
GGCGGCAGCCAGCGCGATAAAAAAGGCAAACCGGTGCGCGATGCGGAAGGC
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AACCTGATGGGCGGCGGCGGCAGCCAGCGCGATAAAAAAGGCAAACCGGTG
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CGCGATGCGGAAGGCAACCTGATGGGCGGCGGCGGCAGCCAGCGCGATAAA

AAAGGCAAACCGGTGCGCGATGCGGAAGGCAACCTGATG-

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Figura 16 - Perfil da TEVTP em relacdo a membrana celular

B N-glyco motif
© signal peptide
N-term: Phobius
TMRs: Phobius
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Figura 17 - Analise de peptideo sinal da TEVTP
SignalP-5.0 prediction (Gram-negative): Sequence
SP(Sec/SPI)
TAT(Tat/s5PI) ==
LIPO(Sec/SPII)

CS
OTHER

MKRPSFLLASLLFLAIGSTYIEAGGGGSRPRDEPSSENPYVSVYVGGEG6GSRPRDPEPSSENPYVSVGEGEGEGSRPRD

$§5555855555555585585885SCXXAAAAXXNAXN AKX XXN XXX XX AX N ALY XX XXX XXNAAXXN XXX XXX KX

0 20 a0 60
Pratein sequence

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Figura 18 - Modelo tridimensional estimado da proteina TEVTP

Signal peptide

Epitope

Cross-linker

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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7.10 PROTEINA PARA DIGNOSTICO DA SURRA - TEVDP

71

A proteina proposta (Figura 19), denominada TEVDP (T. evansi Diagnostic
Protein), resultou uma sequéncia com 506 aminoacidos (sequéncia génica com 1521
bp) sendo 23 deles oriundos do sinal peptideo, 96 sendo de residuos de cross-linker
e o restante das triplicatas em tandem do epitopos exclusivos (

Tabela 4).

Tabela 4 - Epitopos exclusivos de T. evansi identificados a partir do secretoma

Epitopo Proteina Tamanho

PESNDEEDSE Metallopeptidase family 10
M24/FACT complex  subunit
(SPT16/CDC68)/Histone
chaperone Rttp106-like, putative

ASETNTDWTPNSN variant  surface  glycoprotein 13
(VSG, pseudogene),
putative,variant surface
glycoprotein (VSG), frameshifted
and point mutation

RRREKQPREAKPQSNNHKERKSL putative OSM3-like kinesin 23

LSDPNDYDINHKKGVE retrotransposon hot spot (RHS) 16
protein, putative

LQATSGNSHQQSTRERWPLR histone H2B 20

ESKEAPMRAGRRRNRRS microtubule-associated protein, 17
putative

SLKRNRKGLN flagellar calcium-binding 10
protein,44 kDa calflagin,44 kDa
calcimedin

SNLRMKKKLRMV polyubiquitin 12

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

A TEVDP teve sua massa estimada em 53 kDa, ponto isoelétrico 10 p.H, e

confirmacéo de peptideo sinal de probabilidade de 0.76 (Figura 20) e sem dominio

transmembranar que pode ser observado na Figura 21. O modelo tridimensional

estimado da TEVDP pode ser visto na Figura 22.

\l
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Figura 19 — Proteina e sequéncia génica da TEVDP

Proteina

MKRPSFLLASLLFLAIGSTVIEAGGGGSPESNDEEDSEGGGGSPESNDEED
SEGGGGSPESNDEEDSEGGGGSASETNTDWTPNSNGGGGSASETNTDWTPN
SNGGGGSASETNTDWTPNSNGGGGSRRREKQPREAKPOSNNHKERKSLGGG
GSRRREKQPREAKPQSNNHKERKSLGGGGSRRREKQPREAKPQSNNHKERK
SLGGGGSLSDPNDYDINHKKGVEGGGGSLSDPNDYDINHKKGVEGGGGSLS
DPNDYDINHKKGVEGGGGSLOATSGNSHOQOSTRERWPLRGGGGSLOATSGN
SHOQOSTRERWPLRGGGGSLOATSGNSHQOSTRERWPLRGGGGSESKEAPMR
AGRRRNRRSGGGGSESKEAPMRAGRRRNRRSGGGGSESKEAPMRAGRRRNR
RSGGGGSSLKRNRKGLNGGGGS SLKRNRKGLNGGGGS SLKRNRKGLNGGGG
SSNLRMKKKLRMVGGGGSSNLRMKKKLRMVGGGGSSNLRMKKKLRMV.

Sequéncia génica

ATGAAACGCCCGAGCTTTCTGCTGGCGAGCCTGCTGTTTCTGGCGATTGGC
AGCACCGTGATTGAAGCGGGCGGCGGCGGCAGCCCGGAAAGCAACGATGAA
GAAGATAGCGAAGGCGGCGGCGGCAGCCCGGAAAGCAACGATGAAGAAGAT
AGCGAAGGCGGCGGCGGCAGCCCGGAAAGCAACGATGAAGAAGATAGCGAA
GGCGGCGGCGGCAGCGCGAGCGAAACCAACACCGATTGGACCCCGAACAGC
AACGGCGGCGGCGGCAGCGCGAGCGAAACCAACACCGATTGGACCCCGAAC
AGCAACGGCGGCGGCGGCAGCGCGAGCGAAACCAACACCGATTGGACCCCG
AACAGCAACGGCGGCGGCGGCAGCCGCCGCCGCGAAAAACAGCCGCGCGAA
GCGAAACCGCAGAGCAACAACCATAAAGAACGCAAAAGCCTGGGCGGCGGC
GGCAGCCGCCGCCGCGAAAAACAGCCGCGCGAAGCGAAACCGCAGAGCAAC
AACCATAAAGAACGCAAAAGCCTGGGCGGCGGCGGCAGCCGCCGCCGCGAA
AAACAGCCGCGCGAAGCGAAACCGCAGAGCAACAACCATAAAGAACGCAAA
AGCCTGGGCGGCGGCGGCAGCCTGAGCGATCCGAACGATTATGATATTAAC
CATAAAAAAGGCGTGGAAGGCGGCGGCGGCAGCCTGAGCGATCCGAACGAT
TATGATATTAACCATAAAAAAGGCGTGGAAGGCGGCGGCGGCAGCCTGAGC
GATCCGAACGATTATGATATTAACCATAAAAAAGGCGTGGAAGGCGGCGGC
GGCAGCCTGCAGGCGACCAGCGGCAACAGCCATCAGCAGAGCACCCGCGAA
CGCTGGCCGCTGCGCGGCGGCGGCGGCAGCCTGCAGGCGACCAGCGGCAAC
AGCCATCAGCAGAGCACCCGCGAACGCTGGCCGCTGCGCGGCGGCGGCGGC
AGCCTGCAGGCGACCAGCGGCAACAGCCATCAGCAGAGCACCCGCGAACGC
TGGCCGCTGCGCGGCGGCGGCGGCAGCGAAAGCAAAGAAGCGCCGATGCGC
GCGGGCCGCCGCCGCAACCGCCGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCGAAAGCAAA
GAAGCGCCGATGCGCGCGGGCCGCCGCCGCAACCGCCGCAGCGGLCGGLCGGE
GGCAGCGAAAGCAAAGAAGCGCCGATGCGCGCGGGCCGCCGCCGCAACCGL
CGCAGCGGCGGCGGCGGCAGCAGCCTGAAACGCAACCGCAAAGGCCTGAAC
GGCGGCGGCGGCAGCAGCCTGAAACGCAACCGCAAAGGCCTGAACGGCGGC
GGCGGCAGCAGCCTGAAACGCAACCGCAAAGGCCTGAACGGCGGCGGCGGC

Signal Peptide

Epitopes

Cross-linker

. Stop codon
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AGCAGCAACCTGCGCATGAAAAAAAAACTGCGCATGGTGGGCGGCGGCGGC
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AGCAGCAACCTGCGCATGAAAAAAAAACTGCGCATGGTGGGCGGCGGCGGE
AGCAGCAACCTGCGCATGAAAAAAAAACTGCGCATGGTGHRN

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Figura 20 — Analise de peptideo sinal da TEVDP

SignalP-5.0 prediction (Gram-negative): Tevansi-exclusive-epitopes

SP(Sec/SPI)
TAT(Tat/SPI) ==

LIPO(Sec/SPII) "=
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Figura 21 - Perfil da TEVDP em relagdo a membrana celular

N-term: Phobius
TMRs: Phobius
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Figura 22 - Modelo tridimensional estimado da proteina TEVDP
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8 CONCLUSOES FINAIS

Este € o primeiro trabalho que detalha o secretoma de T. evansi por analise de
espectrometria de massas considerando diversos grupos experimentais como 0s com
purificacdo, sem purificagado, em 37°C e 27°C. A partir desta analise foi possivel notar
que o processo de purificacdo em relagdo ao secretoma proporcionou uma maior
resolucao na identificacdo pelo EM. Apesar disso, € possivel afirmar que, caso nao
seja possivel a purificagdo, também é plausivel a realizagdo de experimento de
secretoma uma vez que grande parte das proteinas no grupo purificado também esta
no grupo nao-purificado.

Foi possivel notar que em ambos os meios, purificado e nao-purificado, a
temperatura teve um papel modulador na secre¢do do T. evansi, fato interessante
uma vez que o T. evansi nao faz ciclo biolégico no vetor.

Apos a analise de gene ontology foi possivel notar a presencga de proteinas com
fungdo molecular (F) de ligacado, atividade catalitica, atividade da molécula estrutural
e processo biologico (P) de processo metabdlico, processo celular, localizagdo e
regulagéo bioldgica, sendo que tais processos estédo diretamente relacionados com a
sobrevivéncia do parasito no hospedeiro, fato este confirmado pela presenga no
secretoma de diversas proteinas envolvidas em processo glicolitico.

Foi apurado pela analise de ortologia, que a maioria das proteinas do
secretoma possuem homologia com os demais tripanossomatideos T. brucei, T. b.
gambiense, T. vivax e T. equiperdum, mas apesar disso, foi possivel identificar,
através da ferramenta de imunoinformatica desenvolvida denominada EpiBuilder,
epitopos exclusivos de T. evansi que podem ser utilizados como foco biomarcadores
para diagnostico da Surra. Além disso, foi possivel identificar, por analogia, potenciais
proteinas patogénicas que podem estar associadas a Surra.

Por fim foi desenvolvido o projeto de duas proteinas denominadas TEVTP (T.
EVansi Treatment Protein) e TEVDP (T. EVansi Diagnostic Protein), a partir de
epitopos originados de proteinas obtidas no experimento bioldgico, sendo a primeira
contendo epitopos de proteinas que fazem parte de processo glicolitico do parasito,
que pode ser utilizada para imunoterapia, e a segunda contendo os epitopos

exclusivos de T. evansi, que pode ser utilizada como diagndstico diferencial.
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9 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como trabalho futuro é proposta a criagdo de um plasmideo com as sequéncias
da TEVDP e TEVTP, expressao, purificagdo e ensaio imunoldégico em animais
experimentalmente infectados com T. evansi para o desenvolvimento de um teste de
fluxo lateral (TEVDP) e possivel vacina ou imunoterapia para tratamento da Surra
(TEVTP). Espera-se que ambas possam ser utilizadas em técnicas para
desenvolvimento de biotecnologias que facilite a vida do produtor, podendo ser
utilizadas em locais que n&o possuem recursos técnicos e dependentes de laboratorio

especializados.
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GLOSSARIO

SDS-Page: consiste em um tipo de eletroforese realizada em condigdes
desnaturantes para a separacao de proteinas

Western blot: O western blot (por vezes chamado imunoblot de proteinas ou
transferéncia western) € um método em biologia molecular e bioquimica para detectar

proteina
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Protein Information

Unique peptides

Accession Description Pl | kDa | RNT | SL | S | NP27 | NP37 | P27 | P37 | SEC
TevSTIB805.11_01.11690 | heat shock protein 70 51 | 71 X |CYT|29| 14 32 17 43 X
TevSTIB805.10.4850 elongation factor 2 58 | 94 - CYT | 15 5 17 9 23 X
TevSTIB805.10.6400 clathrin heavy chain 5.6 | 190 - CYT | 10 0 16 1 18 X
TevSTIB805.10.14870 pyruvate kinase 1 7.6 | 54 - CYT | 13 4 11 9 17 X
TevSTIB805.10.11490 heat shock protein, putative 49 | 80 - CYT | 10 4 17 10 15 X
TevSTIB805.9.4470 arginine kinase 52 | 44 - CYT| 9 5 17 6 11 X
TevSTIB805.10.3130 enolase 59 | 46 - CYT | 14 5 16 9 14 X
TevSTIB805.1.2250 alpha tubulin 4.8 | 49 - CYT | 11 7 16 4 11 X
TevSTIB805.10.13330 heat shock protein, putative 5.1 90 - CYT| 9 3 15 10 11 X
adenylosuccinate synthetase,
TevSTIB805.11_01.3790 | putative 7.8 | 66 - CYT | 10 6 15 11 13 X
TevSTIB805.1.2240 beta tubulin 45 | 49 - CYT | 11 6 15 6 8 X
TevSTIB805.11_01.17580 | AIR9-like protein 44 | 110 X | CYT |10 10 14 X
fructose-bisphosphate
TevSTIB805.10.5960 aldolase, glycosomal 8.7 | 41 - CYT | 12 6 14 5 10 X
TevSTIB805.9.1850 nucleolar protein 45 | 85 - CYT | 8 0 5 13 X
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heat shock 70 kDa protein,

TevSTIB805.7.660 putative 48 | 70 CYT| 9 10 13 X
2,3-bisphosphoglycerate-
independent
TevSTIB805.10.8410 phosphoglycerate mutase 54 | 60 CYT | 7 12 10 X
TevSTIB805.8.4940 Flagellar Member 3 5.1 | 467 CYT | 7 0 11 X
TevSTIB805.10.2150 hexokinase 91 | 50 MIT | 10 6 11 X
valosin-containing protein
homolog, Transitional
endoplasmic reticulum
TevSTIB805.10.6120 ATPase, putative 5 85 CYT | 4 9 11 X
TevSTIB805.11_01.3700 | aminopeptidase, putative 57 | 98 CYT 6 10 X
cAMP-specific
TevSTIB805.9.3750 phosphodiesterase 55 | 103 CYT | 3 6 10 X
glucose-regulated protein 78,
putative,luminal binding
TevSTIB805.11_01.7860 | protein 1 (BiP), putative 52 | 71 ER | 20 5 9 X
peptidylprolyl isomerase-like
TevSTIB805.10.16960 protein, putative 57 | 47 CYT | 5 9 7 X
C-terminal motor kinesin,
TevSTIB805.10.15650 putative 71 | 90 CYT | 6 9 6 X
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calpain-like cysteine
peptidase, putative,cysteine
peptidase, Clan CA, family

TevSTIB805.1.2020 C2, putative 45 | 125 NUC | 5
calpain, putative,cysteine

TevSTIB805.8.8830 peptidase, putative 44 | 98 CYT | 4
cyclophilin a,cyclophilin type
peptidyl-prolyl cis-trans

TevSTIB805.11_01.890 isomerase 8 18 CYT | 5
glycerol-3-phosphate
dehydrogenase [NAD ],

TevSTIB805.8.3630 glycosomal 8.4 | 37 MIT | 4
leucyl-tRNA synthetase,

TevSTIB805.11_01.3880 | putative 6.2 | 121 CYT | 3
threonyl-tRNA synthetase,

TevSTIB805.5.1230 putative 6.5 | 91 CYT | 1

TevSTIB805.10.13440 Flagellar Member 2 6.5 | 110 CYT | 1
ATP-dependent

TevSTIB805.3.3350 phosphofructokinase 95 | 53 MIT | 10
arginyl-tRNA synthetase,

TevSTIB805.11_01.2020 | putative 6.1 | 78 CYT| O

1
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glyceraldehyde 3-phosphate

TevSTIB805.6.4410 dehydrogenase, glycosomal 94 | 39 CYT

TevSTIB805.1.640 phosphoglycerate kinase 9.3 | 47 CYT
cytosolic malate

TevSTIB805.11_01.11600 | dehydrogenase 7 35 MIT

TevSTIB805.11_01.15900 | Importin repeat, putative 44 | 117 NUC
73 kDa paraflagellar rod

TevSTIB805.3.4540 protein,PFR1 58 | 68 CYT
uridine phosphorylase,

TevSTIB805.8.4570 putative 6.8 | 36 CYT
Predicted ATPase of the ABC

TevSTIB805.3.1580 class, putative 7.1 72 NUC
AhpC/TSA
family/Thioredoxin-like,

TevSTIB805.7.4870 putative 44 | 22 CYT
tetratricopeptide repeat

TevSTIB805.9.5570 protein, predicted 6.1 | 151 CYT
gamma-adaptin 1,
putative,AP-1 adapter
complex gamma subunit,

TevSTIB805.4.800 putative 59 | 87 CYT
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TevSTIB805.11_01.2410

phenylalanyl-tRNA
synthetase (beta subunit),

putative

5.5

70

CYT

TevSTIB805.10.3940

proteasome activator protein
PA26

25

CYT

TevSTIB805.11_01.9880

S-adenosylhomocysteine
hydrolase, putative

6.1

48

CYT

TevSTIB805.4.3680

translation elongation factor

1-beta, putative

54

28

CYT

TevSTIB805.11_01.9820

14-3-3-like protein, putative

4.7

30

CYT

TevSTIB805.9.3430

eukaryotic initiation factor 4a,

putative

45

CYT

TevSTIB805.8.7080

IgE-dependent histamine-
releasing factor, putative

4.3

19

CYT

TevSTIB805.10.2260

elongation factor 1-alpha,EF-

1-alpha

49

CYT

TevSTIB805.9.5440

Tetratricopeptide repeat,

putative

4.6

38

MIT

TevSTIB805.3.3650

ADP-ribosylation factor-like

protein 3A, putative

5.2

19

MIT
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prolyl oligopeptidase,
putative,serine peptidase clan

TevSTIB805.10.8510 SC, family S9A, putative 59 | 77 MIT X
cytoskeleton associated

TevSTIB805.7.3730 protein, putative 5.7 | 137 NUC X
chaperone protein DNA|,

TevSTIB805.2.2870 putative 6.9 | 44 NUC X
branched-chain amino acid

TevSTIB805.2.2440 aminotransferase, putative 6.7 | 40 PER X

TevSTIB805.11_01.5720 | triosephosphate isomerase 9.1 26 PER X
isoleucyl-tRNA synthetase,

TevSTIB805.10.9760 putative 6.6 | 130 MIT X
Staphylococcal nuclease
homologue/Tudor domain

TevSTIB805.11_01.14680 | containing protein, putative 7.4 | 100 CYT X
glucose-6-phosphate

TevSTIB805.1.3740 isomerase, glycosomal 7.2 | 67 PER X
U-box domain containing

TevSTIB805.3.3760 protein, putative 57 | 69 CYT X

TevSTIB805.11_01.7070 | 14-3-3-like protein, putative 48 | 29 CYT X

TevSTIB805.10.11440 argonaute-like protein 93 | 99 CYT X
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RAB GDP dissociation

TevSTIB805.3.4960 inhibitor alpha, putative 6 49 CYT X
retrotransposon hot spot

TevSTIB805.2.10 (RHS) protein, putative 79 | 94 CYT X
ruvB-like DNA helicase,

TevSTIB805.4.1310 putative 57 | 49 CYT X
T-complex protein 1, beta

TevSTIB805.11_01.1910 | subunit, putative 6.1 | 58 CYT X
t-complex protein 1, epsilon

TevSTIB805.11_01.14740 | subunit, putative 5 59 CYT X
proliferative cell nuclear

TevSTIB805.9.3800 antigen (PCNA), putative 4.7 | 32 CYT X

TevSTIB805.9.4230 tryparedoxin peroxidase 6.2 | 22 CYT X
translation elongation factor

TevSTIB805.10.6190 1-beta, putative 48 | 21 CYT X
microtubule-associated

TevSTIB805.10.10860 protein, putative 5.2 | 267 CYT X
hypothetical protein,

TevSTIB805.10.16600 conserved 4.7 | 36 NUC X

TevSTIB805.10.3890 aspartate aminotransferase 8.7 | 44 PER X

TevSTIB805.1.3860 D-alanine aminotransferase 6.7 | 55 PER X
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TevSTIB805.7.3610 I/6 autoantigen 46 | 27 PM

TevSTIB805.8.1800 Golgi/lysosome glycoprotein 1 | 5.7 | 67 PM
variant surface glycoprotein
(VSG, pseudogene),
putative,variant surface
glycoprotein (VSG),
frameshifted and point

TevSTIB805.9.12110 mutation 7.2 | 46 ER
protein disulfide isomerase,

TevSTIB805.7.6340 putative 7.7 | 15 EXT
thimet oligopeptidase A,

TevSTIB805.7.130 putative 58 | 84 ER
glycyl-tRNA synthetase,

TevSTIB805.11_01.9930 | putative 59 | 70 CYT
haloacid dehalogenase-like

TevSTIB805.11_01.8760 | hydrolase, putative 55 | 31 CYT
intraflagellar transport protein

TevSTIB805.10.15760 IFT52, putative 51| 72 CYT

TevSTIB805.8.6680 lysophospholipase, putative 6.2 | 30 CYT

1
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T-complex protein 1, theta

subunit, putative, CCT-theta,

TevSTIB805.10.8680 putative 52 | 58 CYT | 1 0 4 0 3 X
WD domain, G-beta repeat,

TevSTIB805.11_01.180 putative 6.2 | 149 CYT| O 0 0 0 4 X
flagellar attachment zone

TevSTIB805.4.3830 protein 4.5 | 192 CYT | 3 0 1 0 4 X
flagellar calcium-binding
protein,44 kDa calflagin,44

TevSTIB805.8.5690 kDa calcimedin 54 | 45 CYT | 2 0 4 1 4 X

TevSTIB805.9.9020 glycerol kinase, glycosomal 8.5 | 56 PER | 3 0 3 0 4 X

TevSTIB805.9.6310 actin A 53 | 41 CYT | 2 0 4 0 0 X

TevSTIB805.4.1340 amidinotransferase, putative 6 41 CYT | 5 0 4 2 4 X
Temperature dependent
protein affecting M2 dsRNA

TevSTIB805.6.4940 replication, putative 6.2 | 83 CYT | 1 0 2 0 4 X
40S ribosomal protein S6,

TevSTIB805.9.10840 putative 11.6| 28 CYT| O 1 3 0 4 X
60S acidic ribosomal subunit

TevSTIB805.11_01.2080 | protein, putative 49 | 34 CYT | 4 1 X

TevSTIB805.10.4260 DHH1 7.2 | 46 CYT 1 X

1
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TevSTIB805.11_01.740

eukaryotic translation

initiation factor 5a, putative

4.6

17

CYT

TevSTIB805.5.3490

intraflagellar transport protein

IFT122, putative

6.4

140

CYT

TevSTIB805.10.15220

intraflagellar transport protein

IFT140, putative

6.2

186

CYT

TevSTIB805.10.2860

intraflagellar transport protein

IFT81, putative

5.3

84

CYT

TevSTIB805.11_01.13260

oligopeptidase b,serine
peptidase, clan SC, family
S9A-like protein

80

CYT

TevSTIB805.11_01.4760

protein kinase A regulatory

subunit

5.1

56

CYT

TevSTIB805.10.1160

T-complex protein 1, delta

subunit, putative

6.7

58

CYT

TevSTIB805.10.1500

hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase,

putative

9.5

26

CYT

TevSTIB805.10.6160

The ARF-like 2 binding
protein BART, putative

5.6

48

CYT

TevSTIB805.9.7700

poly(A)-binding protein 1

9.4

62

CYT
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proteasome alpha 1 subunit,

putative,20S proteasome

TevSTIB805.10.6380 subunit alpha-6, putative 52 | 29 CYT | 3
S-adenosylmethionine

TevSTIB805.6.5010 synthetase, putative 57 | 43 CYT | 1
40S ribosomal protein S3A,

TevSTIB805.10.4180 putative 10.3 | 29 NUC | O
Possible lysine

TevSTIB805.5.1630 decarboxylase, putative 6.6 | 36 PER

TevSTIB805.11_01.6790 | aminopeptidase, putative 6.1 55 PER | 2
Adenine
phosphoribosyltransferase,

TevSTIB805.7.1810 putative 6.6 | 25 PER | 1
metacaspase MCA4,cysteine
peptidase, Clan CD, family

TevSTIB805.10.2620 C13, putative 47 | 38 PM | 3

TevSTIB805.1.2480 coatomer beta subunit 55 | 110 CYT | O
protein disulfide
isomerase,bloodstream-

TevSTIB805.10.8720 specific protein 2 precursor 52 | 55 ER | 11
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retrotransposon hot spot

TevSTIB805.2.210 (RHS) protein, putative 7.8 | 96 NUC X
heat shock 70 kDa protein,
mitochondrial precursor,

TevSTIB805.6.3870 putative 54 | 71 MIT X
phosphoinositide-binding

TevSTIB805.9.9680 protein, putative 6.8 | 48 CYT X
69 kDa paraflagellar rod

TevSTIB805.8.5150 protein,PFR2 5.7 | 69 CYT X
Dipeptidyl-peptidase 8-like,

TevSTIB805.10.7350 putative 6.1 | 93 CYT X
hypothetical protein,

TevSTIB805.9.10660 conserved 7.5 | 82 CYT X
ribonucleoside-diphosphate

TevSTIB805.11_01.8160 | reductase large chain 6.7 | 94 CYT X

TevSTIB805.4.2140 antigenic protein, putative 42 | 510 CYT X
calpain-like protein,
putative,cytoskeleton

TevSTIB805.11_01.1100 | assocociated protein, putative | 7.8 | 606 CYT X

TevSTIB805.11_01.13420 | polyubiquitin 10 | 35 PM X

TevSTIB805.4.1860 ribosomal protein L3, putative | 11.3 | 54 G X
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nucleolar RNA binding

TevSTIB805.9.3900 protein, putative 9.1 55 MIT X
5°-3" exonuclease XRNA,
TevSTIB805.7.5310 putative 7.6 | 158 NUC X
retrotransposon hot spot
TevSTIB805.1.150 (RHS) protein, putative 6.5 | 94 CYT X
calpain-like cysteine
peptidase, putative,cysteine
peptidase, Clan CA, family
TevSTIB805.7.4340 C2, putative 45 | 12 CYT X
ARM-like helical domain-
TevSTIB805.1.1600 containing protein 6.6 | 120 CYT X
TevSTIB805.3.2120 Cytidylate kinase, putative 6.9 | 33 CYT X
ATP-dependent DEAD/H
RNA helicase, putative,DEAD
TevSTIB805.10.580 box RNA helicase, putative 6.3 | 49 CYT X
TevSTIB805.2.3430 beta prime COP protein 5 94 CYT X
GMP synthase [glutamine-
TevSTIB805.7.2170 hydrolysing] 6.2 | 71 CYT X
TevSTIB805.3.4520 MORN repeat, putative 6.9 | 99 CYT X
TevSTIB805.2.2780 GTP binding protein, putative | 6.4 | 44 CYT X

1
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inosine-adenosine-
guanosine-

nucleosidehydrolase,|AG-

TevSTIB805.3.3020 nucleoside hydrolase 5.1 35 CYT
proteasome alpha 5 subunit,
putative,20S proteasome

TevSTIB805.10.270 subunit alpha 5 47 | 27 CYT
small GTP-binding protein

TevSTIB805.8.790 Rab1, putative 6.2 | 22 CYT
stress-induced protein sti1,

TevSTIB805.5.3390 putative 6 62 CYT
T-complex protein 1, zeta

TevSTIB805.11_01.3330 | subunit, putative 7.8 | 59 CYT
60S ribosomal protein L18a,

TevSTIB805.10.4070 putative 10.7 | 20 CYT
60S ribosomal protein L7,

TevSTIB805.7.1760 putative 10.8 | 27 CYT
TevSTIB805.11_01.13440 | calmodulin 39 | 16 CYT
glyceraldehyde 3-phosphate
TevSTIB805.10.7270 dehydrogenase, cytosolic 8.1 35 CYT
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TevSTIB805.7.4770

proteasome alpha 3 subunit,

putative

5.3

32

CYT

TevSTIB805.11_01.7370

seryl-tRNA synthetase,
putative

5.7

53

CYT

TevSTIB805.3.4000

tryparedoxin

4.9

15

CYT

TevSTIB805.10.4740

stress-inducible protein STI1-
like, putative

28

CYT

TevSTIB805.10.1610

methionyl-tRNA synthetase,

putative

5.9

86

MIT

TevSTIB805.9.9060

ubiquitin-activating enzyme

e1, putative

6.3

134

MIT

TevSTIB805.11_01.2680

putative OSM3-like kinesin

9.3

49

NUC

TevSTIB805.11_01.14560

RNA recognition motif. (a.k.a.
RRM, RBD, or RNP domain),
putative

7.8

51

NUC

TevSTIB805.10.11970

60S ribosomal protein L6,
putative

10.6

21

NUC

TevSTIB805.11_01.1740

intraflagellar transport protein
IFT88

5.5

89

NUC

TevSTIB805.4.2110

DNA/RNA-binding protein
Alba 3

9.7

20

NUC
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TevSTIB805.11_01.14470 | RNA-binding protein 10.7 | 28 NUC X

TevSTIB805.4.2850 p25-alpha, putative 98 | 16 OTH X

TevSTIB805.4.2550 thioredoxin, putative 9.1 44 EXT X
Flagellum attachment zone

TevSTIB805.11_01.12920 | protein 3 8.2 | 90 CYT X
60S acidic ribosomal protein,

TevSTIB805.9.4180 putative 4.1 11 CYT X
bifunctional aminoacyl-tRNA

TevSTIB805.10.13520 synthetase, putative 7.8 | 90 MIT X

TevSTIB805.11_01.2570 | carboxypeptidase, putative 57 | 57 CYT X
flagellar transport protein,

TevSTIB805.3.5790 putative 52 | 77 CYT X
Ankyrin repeats (3 copies),

TevSTIB805.3.4280 putative 54 | 67 CYT X

TevSTIB805.4.2000 RNA-binding protein, putative | 5.6 | 31 CYT X
60S ribosomal protein L9,

TevSTIB805.6.4860 putative 10.2 | 21 CYT X
developmentally regulated

TevSTIB805.10.7180 GTP-binding protein, putative | 8.9 | 41 CYT X
intraflagellar transport protein

TevSTIB805.10.5720 IFT122, putative 6.8 | 139 CYT X
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kinesin-Il 85 Kd subunit,

TevSTIB805.11_01.14390 | putative 55 | 127 CYT| O 0 1 0 2 X
TevSTIB805.11_01.9690 | ATP synthase, putative 7.7 | 24 CYT| O 1 2 0 1 X
TevSTIB805.11_01.17410 | Rab-like 5, small G protein 52 | 24 CYT| O 0 1 2 1 X
TevSTIB805.10.10980 trypanothione reductase 6.3 | 53 CYT | 2 0 2 1 1 X
Activator of Hsp90 ATPase,
N-terminal/Activator of Hsp90
ATPase homolog 1-like
TevSTIB805.10.14410 protein, putative 53 | 37 CYT| O 0 2 0 2 X
40S ribosomal protein S8,
TevSTIB805.8.6440 putative 11.3 | 24 NUC | O 0 2 0 0 X
myotubularin, putative,zinc-
TevSTIB805.1.3200 binding phosphatase, putative | 6.6 | 97 NUC | 1 0 0 0 2 X
retrotransposon hot spot
protein (RHS, pseudogene),
TevSTIB805.1.400 putative 9.2 | 224 NUC | O 0 0 0 2 X
Eukaryotic translation
initiation factor elF2A,
TevSTIB805.5.3950 putative 8.7 | 58 NUC | O 0 1 0 2 X
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retrotransposon hot spot

protein (RHS, pseudogene),

TevSTIB805.11_01.4920 | putative 9.7 | 79 ER X
Temperature dependent
protein affecting M2 dsRNA

TevSTIB805.10.1600 replication, putative 6 134 CYT X
endosomal trafficking protein

TevSTIB805.6.3630 RME-8, putative 6.3 | 253 CYT X
Flagellum attachment zone

TevSTIB805.1.4200 protein 2 9.2 | 183 CYT X
Intraflagellar transport protein

TevSTIB805.7.3540 74, putative 7.2 | 67 CYT X

TevSTIB805.11_01.2500 | dynein heavy chain, putative 6.3 | 485 CYT X

TevSTIB805.4.590 dynein heavy chain, putative 5.7 | 479 CYT X
phosphoribosylpyrophosphate

TevSTIB805.11_01.3110 | synthetase, putative 8.1 48 ER X

TevSTIB805.10.11040 histone H2B 10.8 | 28 MIT X

TevSTIB805.11_01.2540 | aminopeptidase, putative 7.3 | 60 PER X
metacaspase,cysteine
peptidase, Clan CD, family

TevSTIB805.11_01.3300 | C13 5 40 PM X
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TevSTIB805.8.3760

protein transport protein

sec23, putative

5.8

106

PM

TevSTIB805.2.470

retrotransposon hot spot
protein (RHS, pseudogene),
putative

8.5

56

CYT

TevSTIB805.10.12960

HAD domain in Swiss Army
Knife RNA repair proteins,
putative

9.4

18

CYT

TevSTIB805.6.4570

RNA-binding protein 42
(RNA-binding motif protein
42)

5.5

37

CYT

TevSTIB805.6.3780

ADP-ribosylation factor,

putative

6.7

20

CYT

TevSTIB805.7.1090

asparagine synthetase a,

putative

6.3

39

CYT

TevSTIB805.11_01.9900

eukaryotic translation
initiation factor 3 subunit,
putative, TGF-beta receptor
interacting protein 1

5.6

37

CYT

TevSTIB805.11_01.1850

hypothetical protein,

conserved

5.7

45

CYT
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paraflagellar rod component,

TevSTIB805.10.11880 putative 55 | 14 CYT X

TevSTIB805.10.5430 protein kinase, putative 9.7 | 49 CYT X
60S ribosomal protein L10,

TevSTIB805.9.5800 putative, QM-like protein 10.7 | 24 CYT X
60S ribosomal protein L2,
putative,60S ribosomal

TevSTIB805.11_01.16850 | protein L8, putative 11 28 CYT X

TevSTIB805.3.2110 aminopeptidase P1, putative 57 | 68 CYT X

TevSTIB805.10.15540 aminopeptidase, putative 59 | 42 CYT X
cofilin/actin depolymerizing

TevSTIB805.3.5470 factor, putative 6.2 15 CYT X
dynein intermediate chain

TevSTIB805.3.5840 WDRD34, putative 54 | 58 CYT X
intraflagellar transport protein

TevSTIB805.10.1270 IFT172, putative 58 | 196 CYT X
nuclear transport factor 2,

TevSTIB805.8.4410 putative 54 | 13 CYT X
nucleoside hydrolase,

TevSTIB805.7.4920 putative 45 | 39 CYT X

TevSTIB805.1.4730 phospholipase A1 6.1 32 CYT X
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TevSTIB805.2.260

retrotransposon hot spot

(RHS) protein, putative

5.6

95

CYT

TevSTIB805.11_01.9210

ribose 5-phosphate

isomerase, putative

6.2

16

CYT

TevSTIB805.11_01.17340

T-complex protein 1, alpha

subunit, putative

5.1

54

CYT

TevSTIB805.9.8080

T-complex protein 1, eta

subunit, putative

7.3

61

CYT

TevSTIB805.7.3800

tyrosyl-tRNA synthetase,
putative

5.5

76

CYT

TevSTIB805.11_01.14690

ubiquitin-conjugating enzyme
e2, putative,ubiquitin carrier
protein, putative,ubiquitin-
protein ligase, putative

4.4

28

CYT

TevSTIB805.6.4610

valyl-tRNA synthetase,
putative

6.2

110

CYT

TevSTIB805.11_01.11120

40S ribosomal protein SA,
putative

6.8

27

CYT

TevSTIB805.11_01.4580

Alba, putative

9.4

12

CYT

TevSTIB805.11_01.11960

Eukaryotic translation
initiation factor 3 subunit E

5.1

46

CYT

1
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nucleoside diphosphate

TevSTIB805.11_01.16680 | kinase 8.7 | 16 CYT X

TevSTIB805.11_01.14240 | profilin 48 | 16 CYT X

TevSTIB805.6.2830 pyridoxal kinase 6.3 | 33 CYT X
Present in the outer
mitochondrial membrane

TevSTIB805.8.2200 proteome 39-4 5 21 CYT X
receptor for activated C

TevSTIB805.11_01.11720 | kinase 1 6.1 | 34 CYT X

TevSTIB805.2.2430 UNC119 5 22 CYT X
WD domain, G-beta repeat,

TevSTIB805.11_01.1410 | putative 6.4 | 94 CYT X
Ankyrin repeats (3 copies),

TevSTIB805.9.6360 putative 51 | 38 CYT X
CS domain containing

TevSTIB805.11_01.16010 | protein, putative 59 | 23 CYT X

TevSTIB805.6.1150 glyoxalase Il 6.2 | 32 EXT X
10 kDa heat shock protein,

TevSTIB805.7.1310 putative 8.7 | 10 MIT X
chaperonin Hsp60,

TevSTIB805.10.6760 mitochondrial precursor 5.1 59 MIT X
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peptidyl-prolyl cis-trans

isomerase/rotamase,
TevSTIB805.8.590 putative,PPlase, putative 6.2 | 12 MIT
TevSTIB805.8.1930 tryparedoxin peroxidase 7.1 25 MIT
flagellum targeting protein
TevSTIB805.10.9500 kharon1, putative 8.9 | 45 NUC
TevSTIB805.3.5330 60S ribosomal protein L4 11.7 | 41 NUC
ATP-dependent DEAD/H
TevSTIB805.9.8980 RNA helicase, putative 84 | 82 NUC
Metallopeptidase family
M24/FACT complex subunit
(SPT16/CDC68)/Histone
chaperone Rttp106-like,
TevSTIB805.3.5920 putative 51 | 112 NUC
eukaryotic translation
TevSTIB805.8.6140 initiation factor 1A, putative 4.6 19 NUC
microtubule-associated
TevSTIB805.3.960 protein, putative 54 | 64 NUC
TevSTIB805.2.2510 RNA-binding protein, putative | 9.5 | 49 NUC

1
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eukaryotic translation

initiation factor 3 subunit 8,

TevSTIB805.10.8760 putative 54 | 84 NUC X
1,2-Dihydroxy-3-keto-5-
methylthiopentene

TevSTIB805.4.370 dioxygenase, putative 7.7 | 33 NUC X

TevSTIB805.11_01.16210 | polyubiquitin 42 | 14 NUC X

TevSTIB805.3.5030 aminopeptidase, putative 55 | 97 PER X
methylthioadenosine

TevSTIB805.7.7780 phosphorylase, putative 7 33 PER X
kinetoplastid membrane

TevSTIB805.9.9950 protein KMP-11 6.2 | 11 CYT -
paraflagellar rod component,

TevSTIB805.11_01.13950 | putative 52 | 68 CYT -
paraflagellar rod component,

TevSTIB805.10.10140 putative 49 | 118 CYT -
proteasome beta 5 subunit,
putative,proteasome beta 5

TevSTIB805.10.6430 subunit 6.2 | 34 CYT -
protein phosphatase 2C,

TevSTIB805.11_01.760 putative 46 | 45 CYT -
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TevSTIB805.11_01.7970

Component of motile flagella
15

6.2

67

CYT

TevSTIB805.5.370

75 kDa invariant surface

glycoprotein, putative

6.2

54

ER

TevSTIB805.5.5050

ras-like small GTPase,

putative

7.3

21

ER

TevSTIB805.11_03.180

variant surface glycoprotein
(VSG, pseudogene), putative

9.4

41

ER

TevSTIB805.6.1100

cysteine peptidase
precursor,cysteine peptidase,
Clan CA, family C1,
Cathepsin L-like

5.3

48

EXT

TevSTIB805.11_01.10160

EF-hand domain pair,

putative

4.5

11

NUC

TevSTIB805.2.3210

adenylate kinase, putative

54

29

CYT

TevSTIB805.11_01.1420

Component of motile flagella
2

5.8

86

CYT

TevSTIB805.11_01.6660

EF-hand domain containing

protein, putative

6.6

107

CYT

TevSTIB805.5.4740

histone H4, putative

11.3

11

CYT
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hypothetical protein,

TevSTIB805.6.5240 conserved 6 51 CYT
inosine-5"-monophosphate
dehydrogenase,|IMP
TevSTIB805.10.16980 dehydrogenase 8.7 | 48 CYT
Posterior and Ventral Edge
TevSTIB805.8.1970 protein 1 5.2 | 48 CYT
SUMO-interacting motif-
TevSTIB805.7.3940 containing protein 46 | 93 CYT
radial spoke protein RSP9,
TevSTIB805.8.710 putative 44 | 37 CYT
TevSTIB805.4.2630 DoxX 104 | 16 ER
TevSTIB805.4.5220 calreticulin, putative 47 | 44 ER
lipophosphoglycan
biosynthetic protein,
putative,heat shock protein
90, putative,glucose regulated
TevSTIB805.3.3780 protein 94, putative 59 | 87 ER
lysosomal/endosomal
TevSTIB805.5.2030 membrane protein p67 53 | 72 ER
TevSTIB805.10.7530 alternative oxidase 96 | 37 MIT

1
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glycerol-3-phosphate
dehydrogenase (FAD-

TevSTIB805.11_01.7680 | dependent), mitochondrial 8.2 | 66 - MIT
protein disulfide isomerase,

TevSTIB805.7.1290 putative 8.2 | 41 - MIT

TevSTIB805.5.650 acidic phosphatase, putative 56 | 43 - PM
receptor-type adenylate

TevSTIB805.7.8340 cyclase GRESAG 4, putative 6 137 - PM

Fonte: Elaborado pelo autor (2021).

Nota: SL (Localizagao subcelular, CYT - Citoplasmatica, ER - Reticulo endoplasmatico, MIT - Mitocontrial, PM — Membrana plasmatica, NUC — Nuclear, PER

— Peroxissomo, O- Outras), Pl — Ponto Isoelétrico, RNT — Reanotada, NP27 — Nao purificado em 27°C, NP27 — Nao purificado em 37°C, P27 — Purificado em

27°C, P37 — Nao purificado em 37°C, SEC - Secretoma
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ANEXO B - EPiITOPOS IDENTIFICADOS NO SECRETOMA DE T. EVANSI

125

Information Direct search / Blast hits
N-
Id Epitope Loc Glyc | Tev | Tb | Tbhg Tvi | Teq Ecab | Rnov
TevSTIB805.3.3760 APRPPPPPQPS 461-472 N 171 111 [ 1/1 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.6.4570 TKQAPQSDSRKQVSPK 245-261 N 11 [ 1/110/0 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.8.4940 IEDVRSSYSRLTSTSSQRT 38-57 N 171 11 [ 11 0/~ 1 0/0 0/0 0/0
TevSTIB805.6.4610 YKPKATLVDSQK 672-684 N 171 101 [ 1/1 0/0 | 0/0 0/0 0/0
TevSTIB805.9.3800 PTVDPRSKGESD 187-199 N 171 11 [ 11 0~ |11 0/0 0/0
TevSTIB805.3.5330 LQPKRPSRYRQPTN 304-318 N 171 11 [ 11 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.9.10660 DGNTSYTSTRGKLSDP 14-30 Y 171 11 [ 11 0/0 | 1M1 0/0 0/0
TevSTIB805.4.2000 PADQKDLVSR 87-97 N 171 11 [ 11 0~ |11 0/0 0/0
EEENKSSKSNESNDSNESNV
TevSTIB805.10.8720 D 472-493 Y 11 10/0 | 1/1 0/0 | 0/0 0/0 0/0
TevSTIB805.10.3940 ESGKTKGGSQ 165-175 N 11 12/2 | 1/1 0/0 | 11 0/- 0/-
TevSTIB805.6.4570 DSRRAPNKKPDG 170-182 N 11 |11 ]0/- 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.10.5720 AGRKNTENKTDGNNG 1065-1080 |Y 11 12/2 | 1/1 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.3.5920 PESNDEEDSE 931-941 N 1/1 [ 0/0 | 0/0 0/~ 1 0/0 0/0 0/0
TevSTIB805.7.5310 QKGESRPRSSRP 984-996 N 171 12/2 |11 0~ |11 0/0 0/0
TevSTIB805.10.16600 PTRTPKSGKKK 8-19 N 171 11 [ 11 0/0 | 1M1 0/0 0/0
TevSTIB805.1.4200 RRSTHSESTRS 202-213 N 171 11 [ 11 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.3.960 VDRTNPPAEE 13-23 N 171 11 [ 11 0~ |11 0/- 0/0
TevSTIB805.8.590 RNPVSRRTGDS 17-28 N 171 111 [ 11 0/0 | 1M1 0/0 0/0
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TevSTIB805.7.3730 SPRETTGKSKEGSEKSRKS | 898-917 N |12 |12]12 |0/0]12 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.14470 | KRDDKKDPKKDSRRNEKKDA | 237-257 N |22 |2/2]22 |00]00 |00 |0/
TevSTIB805.1.3860 KYVKHNDEMNSKEGRQLA | 424-442 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.6.3870 SSSTEGQGEQQQQQASG 633-650 N |33 |3/3]33 |00]11 |00 |0/
TevSTIB805.8.4940 QNEQRRNPSVDSNARD 5-21 N |11 |11]11 |0/0]0/0 |00 |0/
TevSTIB805.9.6360 RAEGRDSDSETDLD 181-195 N |11 |11 |0~ 11 |00 |0/
TevSTIB805.3.3350 RPRDEPSSENPVSV 63-77 N |11 |11 |0~ 11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.14680 | REQDGRSPETRV 385-397 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.2500 | DERGQKRLKGV 2605-2616 [N | 1/1 |11 |11 |0/0 |11 |00 |0/
TevSTIB805.9.1850 REQQTSSRQA 655-665 N |11 |11 |0~ 11 |00 |0/
RKSIGRRNSPDTLRDRGGMQ
TevSTIB805.1.400 STSNRNRK 1968-1996 |N | 1/16 [ 0/3|0/2 |0/0 [0/ |0/0 |0/0
TevSTIB805.10.11970 | VEKKAKKVSRKSPEYST 8-25 N |11 |11]11 |00 ]11 |00 |0/
PPPPQNNKSASTHEKPTTSSE
TevSTIB805.10.14410 | SGNV 171-196 Y |11 |oM |11 |oo oM |0~ |O-
TevSTIB805.7.3730 SAREKSPSKQRSQKR 645-660 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
WNSPPQQTPMYNQGYNQMS
TevSTIB805.10.1600 PGT 99-121 N |11 2211 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.10.9760 NSGKRAQTSFPSTR 12-26 N |11 |11 |0~ 11 |00 |0/
TevSTIB805.1.4200 SHSELSRSGGTPPR 409-423 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |00
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TevSTIB805.1.150 VSHTPETMNEPLP 245-258 N |35 |3/9|01 |0/0]00 |00 |0/

TevSTIB805.9.12110 ASETNTDWTPNSN 225-238 N |11 |o0|0- |0/0]0- |00 |0/

TevSTIB805.1.400 RENEDSVQGDGK 1719-1731 [N |6/24 [2/4|1/4 |0/0 [0/0 | 0/0 |0/0
PANKDRHVGADPPKPSEHSE

TevSTIB805.8.2200 HSKPSDPS 7-35 N |22 24|11 |0/0]01 |00 |0&-

TevSTIB805.10.1270 RDKFPTKAADG 49-60 N |11 1111 oM 11 |00 |00

TevSTIB805.3.960 PQNRRRTNYKE 237-248 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
NRNNERQGRNLGQQGPQMS

TevSTIB805.10.1600 PPG 6-28 N |11 2211 |00 ]11 |00 |0/

TevSTIB805.6.4940 TQDLHEEGQSS 502-513 N |11 [11]11 |00 |11 |0~ |0k

TevSTIB805.11_01.3110 | LGYVRQSPSRAISNMQGQAD | 69-89 N |11 o011 |0/0]0/0 |00 |0/

TevSTIB805.1.150 ENNNGVNNRG 818-828 N |3/5 |[3/6]0- |0-|00 |00 |0/

TevSTIB805.1.3200 SSNEKDKDEHGKCE 50-73 N |11 1111|0011 |00 |00
KPKNKPSKADSKNSPSDPAG

TevSTIB805.9.4470 A 6-27 N |11 oM 11 |o/0]0/0 |00 |0/

TevSTIB805.2.10 SHVPKTMNEPLP 242-254 N |22 |2/2|00 [00]00 |00 |0

TevSTIB805.8.4570 SAGTRETSKDQQ 169-181 N |11 |11 |o- 11 |0~ |00
RRREKQPREAKPQSNNHKER

TevSTIB805.11_01.2680 | KSL 397-420 N |11 |0/0|0/0 |0/0]00 |00 |0/

TevSTIB805.8.8830 CTSSDPETPAQ 608-619 N |11 |oM11 |0/0]0/0 |00 |0/

TevSTIB805.11_01.1410 | HSSSSSSSSVS 282-293 N |1~ |0~ |1 |o- |0~ |00 |0

TevSTIB805.8.8830 PRPQPPQMPPP 7-18 N |11 |11]0~ |0~ |0~ |0/0 |0/
TDVEEGKTSGKETCGSSPVN

TevSTIB805.1.3200 Q 384-405 N |11 |11 |oo |11 |0~ |00
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TevSTIB805.4.1860 SRQIRGRARSFPKDDPS 72-89 N |22 2222 [11]11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.12920 | TSYVPSLNTT 392-402 Y |11 1111 oo |11 |0~ |0k
TevSTIB805.9.4470 FKVTDKQPPK 114-124 N |33 |3/3|44 |0~ |11 |0~ |00
TevSTIB805.7.3730 GGERKKKRSP 844-854 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.10.7350 GSGEASHSREPPL 194-207 N |22 2211 |00]11 |00 |0/
TevSTIB805.9.9060 PLKHRTRVDKTYLPEQDYT | 1059-1078 N [1/1 |11 |11 |0/0 |11 | 0/0 | 0/0
EPKVEEVKDGDDADAKKKKT 11/
TevSTIB805.10.11490 | KK 232-254 N |99 |11 ]33 |0/0]11 |00 |0/
TevSTIB805.1.4200 SRSMRRSSRATS 767-779 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.8.5690 KDTTNSKDGAASKGG 6-21 N |22 |1/2]22 |00]00 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.1410 | GANASQQTEEKK 693-705 Y |11 [11[11  |0/0]0/0 |0/0 |0/0
TevSTIB805.11_01.13260 | KVEGEDRGANPMDP 19-33 N |11 |11 oM 11 |00 |00
TevSTIB805.10.15220 | QQRKPAAEGENAEG 205-219 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.16210 | ANGKPKPKRPQIDQ 28-42 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.10.11440 | TTSMSEGGPPT 701-712 N |11 |11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.10.2620 VCDSSKDGSGS 231-242 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.4.590 GESSMSREQWA 3953-3964 |N |11 |11 |11 |0/0 |11 |00 |0/
TevSTIB805.7.3800 PPVSETLASGP 562-573 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.7.2170 EFPAKRGKGAY 294-305 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.10.13440 | QGKHRESGVGS 424-435 N |11 1111 |o~ 11 |00 |00
TevSTIB805.2.2870 GSGSKDPKVSSRCVEC 136-152 N |11 |11 |o0]11 |00 |0/
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TevSTIB805.4.800 TSDIDDLFGSKPAPAPQAVSG | 640-661 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.10.7350 HTNADRTSGSKGDAT 743-758 N |22 [02|11 |0- |11 |0~ |00
TevSTIB805.10.15760 | STAGPRNSSA 502-512 Y |11 [11[11 |00 |11 |0/0 |0/
TevSTIB805.1.3200 CLSPGSEIPSVSDTQRAGPM | 233-253 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.4760 | YNTDLNEDSV 78-88 N |11 [22]11 |0/0|22 |00 |0/
TevSTIB805.1.4200 TGTTRSSGTA 463-473 N |11 [10[11 |00 |11 |0~ |0/
TevSTIB805.10.1610 VDKDGNPCKV 379-389 N 11 (1111 [22]11 |00 |00
FRHSRGPDSQTTRSEASRSV
TevSTIB805.1.4200 RSSSKHS 429-456 N |11 [11]11 |00 |11 |0~ |00
VHGSVGRGKRKRVGEKPTAN
TevSTIB805.11_01.8160 | HSNAGA 792-818 Y |11 |01 |11 |00 |01 |0/0 |0/0
PIEGRGDIEGRRREREEDARN 1/1
TevSTIB805.2.210 DAEP 5-30 N |111]2 |0/3 |0/0|0/0 |0/0 |0/
TevSTIB805.1.3200 PEVEDPSGDADHNHEGGSGG | 186-206 N _[11 |oM1]11 |o0|0M1 [0/ |0/
TevSTIB805.5.1230 KDPNAELKADK 620-631 N |11 (1111 |0~ |11 |00 |00
TevSTIB805.4.2850 RVDQVDVRGTT 135-146 N |11 (11011 |oM |11 |00 | o~
TevSTIB805.11_01.180 | ASHNRATSRVP 630-641 N |11 [11[11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.10.16960 | REEDISESKDKSI 141-154 N |11 [22|11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.7.3800 VAQKSTEVTDDGAPVAS 260-277 N |11 [11[11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.14470 | ASAPKNDPKKNAPKAAAPK | 14-33 N |22 [22|22 |00]|0- |00 |o0-
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RTNFNQTSGLRPGSQMRPGS

TevSTIB805.7.3540 QMRPGSQ 6-33 Y [11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.14560 | ERTPCTDDGNPHDSATVQ 335-353 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.10.11440 | RRVSPQSESSQQGFVK 474-490 N |11 oMo |o/0]01 |00 |00
TevSTIB805.10.9500 GSPSHRQRAA 29-39 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.10.9500 PPRTTRPPYS 163-173 N |11 |11 |0~ 11 |00 |0/
TevSTIB805.9.6310 MTNSAKSVSEEPFE 227-241 N |22 2222 |22][11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.7370 | ENGTLKGEQV 86-96 Y [11 (1111 |0~ |11 |00 |0/
TevSTIB805.10.6190 TASKTSATTK 62-72 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0k
TevSTIB805.10.1610 RLRVDESGKEVS 485-497 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.4.2110 RKNEGAKEKGQG 13-25 N |12 |12|12 |o/0|0o1 |00 |0&-
TevSTIB805.9.7700 ARRQTLEDMRNKQPRM 369-385 N |11 |11 (1111 oo |00
TevSTIB805.2.10 EKNPNDYDINHKKGVGY 275-292 N |11 |11]00 |0/0]0/0 |00 |0/
GNVRGRGGGMQLQQKRGPP
TevSTIB805.9.3900 NGNGGGAPF 462-490 N |11 [11]11 |00 ]11 |0~ |00
TevSTIB805.9.10840 VSVPRRLGPKRAN 129-142 N |22 2222 |02]11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.3700 | IQKVHKGAGGQ 213-224 N |11 |11 |0~ 11 |00 |0/
TevSTIB805.8.3760 TYSNQYTQLQH 56-67 N |11 |oM11 |o/0]01 |00 |0/
TevSTIB805.1.150 LSDPNDYDINHKKGVE 279-295 N |11 |0/0|0/0 |0/0]00 |00 |0/
AGAQQHEQQEDVPGYDEGS
TevSTIB805.3.4280 EC 34-55 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
AYDNIRQPQMPPHSFGQGVS
TevSTIB805.10.1600 G 76-97 N |11 22|11 |00 |11 |00 | 0&-
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TevSTIB805.8.5690 AKDLGNKVKGVG 100-112 N 4/4 | 5/7 | 3/3 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.11_01.16010 | DSDEENDGKADEGDGAA 187-204 N 171 101 [ 11 0/0 | 0/1 0/0 0/0
TevSTIB805.9.3800 ACSVRTHSAKGKDGPLG 208-225 N 1M1 111 111 0/0 | 11 0/0 0/0
GTKSTSKLNGVDGKNGLAGE
TevSTIB805.8.4940 PAPAESS 4118-4145 | N 1M1 111 111 0/0 | 11 0/0 0/0
13/1
TevSTIB805.1.400 DTDALSCPRL 664-674 N 7 4/4 | 0/2 0/- | 0/0 0/0 0/-
TevSTIB805.7.3730 EEGGERLSSK 1012-1022 | N 11 111 [ 11 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.10.9500 TVRSHRNRSN 217-227 Y 11 111 [ 11 0/~ |11 0/- 0/0
TevSTIB805.1.4200 RSETSRSAGT 327-337 N 11 11/110/0 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.7.3730 SEKRSGSGKK 1072-1082 | N 11 111 [ 11 0/0 | 11 0/- 0/-
TevSTIB805.3.3350 QDWGRGSGGYDASGN 328-343 N 1M1 111 111 0/0 | 11 0/0 0/0
GQESRRAREQREQDESDGIV
TevSTIB805.7.5310 ADKSYQ 233-259 N 11 1212 111 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.1.640 ADKIRSTGGVPGF 73-86 N 1M1 111 111 0/0 | 0/0 0/0 0/0
TevSTIB805.11_01.2500 | GSANTEGNAASDGSVQ 3604-3620 | N 11 111 11 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.1.2480 NKRNNDNVVGRTSFDEQQV | 668-687 N 11 111 11 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.10.3940 LGSGEKSGSGG 124-135 N 11 122 |11 0/0 | 11 0/- 0/0
TevSTIB805.11_01.3110 | FYREHRKPQVE 104-115 N 1M1 111 111 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.7.3730 AKNPHPSIPRPRTS 78-92 N 1M1 111 111 0/0 | 11 0/0 0/0
TevSTIB805.8.4570 GQWRHRKGDADAPSAGP 109-126 N 11 111 [ 11 0/0 | 11 0/0 0/0
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TevSTIB805.11_01.16010 | PPTQNEQHDSAAKKKQA 13-30 N 11 111 [ 11 0/0 | 11 0/- 0/0

TevSTIB805.10.4180 NKRISKGGKRGKKKAQEAMS | 5-25 N 22 1313 |22 0/0 | 111 0/0 0/0

TevSTIB805.10.11040 LQATSGNSHQQSTRERWPLR | 123-143 N 1/1 1 0/0 | 0/0 0/0 | 0/0 0/0 0/-
DAEKSTEAAADEDAEKPTDAN

TevSTIB805.11_01.17580 | PS 931-954 N 1/2 10/2 | 1/2 0/0 | 11 0/0 0/0
IQKSNEEDRQGTQMSNDRTG

TevSTIB805.7.3730 QRDGSG 424-450 N 11 111 [ 11 0/0 | 11 0/0 0/0
KPGSVEGLDDDLLQSMEKQE

TevSTIB805.9.9060 VSKDE 912-937 N 1M1 111 111 0/0 | 11 0/0 0/0
EEETAFETSARDLNKITRQGQ

TevSTIB805.3.5920 S 412-434 N 11 111 [ 11 0/0 | 11 0/0 0/-

TevSTIB805.7.4770 EAEEAEEAEKEKKNEK 265-281 N 11 111 [ 11 0/0 | 11 0/0 0/0

TevSTIB805.10.1600 SRPAVEESNRPAGRVP 851-867 N 11 111 11 0/0 | 11 0/0 0/0

TevSTIB805.11_01.17340 | AQREGAKGGNAGS 430-443 N 11 111 11 0/0 | 11 0/0 0/0
TGATPLRSAPDDSRRSRGPE

TevSTIB805.1.4200 SHV 303-326 N 1/3 1 1/3 1 0/1 0/0 | 1/2 0/0 0/0

TevSTIB805.10.15220 SVADHTPKPQ 47-57 N 1M1 111 111 0/0 | 11 0/- 0/0

TevSTIB805.11_01.16850 | EHPHGGGNHQHIGHPSTVSR | 207-227 N 22 | 2/2 | 2/2 1/1 1 0/0 0/0 0/0

TevSTIB805.11_01.12920 | SSGNSKNPHA 564-574 N 11 111 [ 11 0/~ |11 0/0 0/0

TevSTIB805.5.1230 NAAGDDGPAP 604-614 N 11 111 [ 11 0/0 | 11 0/0 0/0
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TevSTIB805.11_01.17580 | PHGDDGGETTRLRGADD 823-840 N |11 2211 |00 ]11 |0~ |0/
RYQNEELSSLTLSSEQGKILSK

TevSTIB805.11_01.1850 | NF 31-55 N |11 2211 |00 |11 |00 |0/
HDTVRSGNLDEKEVSRALKLQ

TevSTIB805.6.4610 RET 589-613 N |11 |11]11 |0/0]0/0 |00 |0/
DLGASKSKKATQKSTEKKSKK

TevSTIB805.8.6440 STHAAVEK 119-148 N |22 |o/2]22 |00]11 |00 |0/

TevSTIB805.9.9060 LSEVGGKLPRP 1163-1174 [N |11 |01 |11 |00 |01 |0~ |0/0
RSTSKTRRTRGAADVNENPT

TevSTIB805.3.960 SSATPR 268-294 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/

TevSTIB805.10.8510 KGDVDKGAETDA 192-204 N |11 1111|0011 |00 |00

TevSTIB805.9.10660 LSGKPGATINEQ 584-596 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/

TevSTIB805.1.3200 EHNAAPNQDMSKTRAA 347-363 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/

TevSTIB805.8.1800 SSPPLFDEDFTG 230-242 N |11 1111|0011 |00 |00

TevSTIB805.7.3800 GGAAPPLSAVPLPEQSA 363-380 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/

TevSTIB805.10.9500 HCKKRGESAPKRSG 296-310 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
LAATKNGSAVLSASGVGVGV

TevSTIB805.2.3430 GVGG 819-843 Y [11 [11]00 |00 |11 |0/0 |0/

TevSTIB805.10.7350 HLWDDTSEKAVTPRT 548-563 N |22 2211 |00]11 |00 |0/

TevSTIB805.10.9760 ELGGNVATDV 752-762 N |11 2211 |00 ]11 |00 |0/

TevSTIB805.1.2250 MPSDKTIGVE 35-45 N |4/4 |4/4]22 |33]11 |00 |0/

TevSTIB805.10.1600 AGPPYGGVLP 244-254 N |11 2211 |00 |11 |00 |0/

TevSTIB805.10.13520 | QEEREDARAP 757-767 N |11 |11 (1111 oo |00

TevSTIB805.1.3200 RHDGDTGSTE 732-742 N |11 1111 Jo~ 11 o~ |0k
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TevSTIB805.11_01.2680 | VKRPTKKAEEPAEGEA 329-345 N |11 [11]11 |0~ |11 |00 |00
TevSTIB805.2.2870 RRYDQFGEKGVESEGV 63-79 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.8.6680 NVNSGNGVTED 125-136 N |11 |04 |11 |0~ |04 |00 |00
TevSTIB805.8.7080 DEDAGEGAAGD 49-60 N |22 [11]11 |oo|o0 |00 |0/
TevSTIB805.3.1580 FTTVRRRRGRE 520-531 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.8.6140 DERDANNAHSD 121-132 N |11 (1111 |00 |11 |0~ |00
VDFSEKATTAPATTDAKKTKYV
TevSTIB805.10.13520 | APGPSVG 259-287 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.10.8410 QRDKKGKPVRDAEGNLM 473-490 N |11 (1111 |oM |11 |00 |00
FRSREERKRERERLRRERQQ
TevSTIB805.9.7700 QHS 262-285 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.7.130 YFVPKNSTHLSK 44-56 Y |11 |0-[11 |0~ |0- |00 |0k
TevSTIB805.4.1860 RKLRNNRVGVKK 219-231 N |22 [22|22 |02|11 |00 |00
AAPDDQGKERTWAAARGDKT
TevSTIB805.4.2000 SVQHK 155-180 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.8.790 GATAGGRPLLTGNNRPATN | 180-199 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.8.3760 THHSGARGGNGVA 925-938 N [11 |oM1]11 |o0|0M1 |00 |0/
TevSTIB805.8.3760 CDLRPPGVESSGI 547-560 N |11 [11]11 |00 |11 |0~ |00
TevSTIB805.2.2870 REARRRRTAANDDDDDAGQH | 370-390 N |11 [11[11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.10.13440 | FNVQRPTLDPGATA 62-76 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.5.1230 GKKKGGATVDLKQL 6-20 N |11 [11[11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.3.960 TVDGSNRASPHASVN 562-577 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |00
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TevSTIB805.3.5330 RQIRAGRGKMRNRRYVA 185-202 N |11 |11]22 [11]11 |00 |0/
TevSTIB805.1.3740 RLKGVGADAD 37-47 N |11 1111 |o~ 11 |00 |00
TevSTIB805.11_01.14560 | AENVNEGAGE 466-476 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0k
TevSTIB805.8.1930 LDYQAYRTAT 27-37 N |11 1111 oM 11 |00 |00
TevSTIB805.10.1610 RDSEKQQLPH 184-194 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
EMRARGMGPQVPASNASRPP
TevSTIB805.10.1600 R 286-307 Y [11 |02]11 |00 |04  |0/0 |0/
TevSTIB805.1.4730 TREVEGLKKRD 52-63 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.1.4200 HDRGRAHSQAT 688-699 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.9.3750 LDTSGEVTVFTE 516-528 N |22 |1/2]22 |00]00 |00 |0/
RFDYLSDQRPRDSYGYGEGI
TevSTIB805.1.4200 GSRHS 883-908 N |11 |11 |00 |11 |0~ |0k
TevSTIB805.8.6140 VFVAENDEDDDDDDD 133-148 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.1.4200 DIARSHASGTRRDSVDERR | 108-127 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.10.1600 RYINPANQQVEISMDDQDTN | 992-1012 |N |11 [11]11 |0/0 |11 |0/0 |0/0
TevSTIB805.7.4770 LFDTENMEDRNI 54-66 N |11 |11 oM 11 |00 |00
TevSTIB805.10.11440 | RSVATESSAV 648-658 N |11 |11 |0~ 11 |00 |0/
TevSTIB805.10.15220 | AEAKGKSAAEDAENGFS 791-808 N |11 oA 11 |o0]01 |00 |0/
TevSTIB805.3.5330 QPYAVNRLSG 48-58 N |11 1122 |04 |11 |00 |00
TevSTIB805.11_01.14240 | GDASALQQDLQKTEATYV 109-127 N |11 |11 |o0]11 |00 |00

1
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TevSTIB805.11_01.14690 | GEDEMNKEETAM 91-103 N |11 |11 oM 11 |00 |00
DAGGSAADSNARRLTGRNVT
TevSTIB805.3.960 DTKGE 493-518 Y |11 |oM |11 |00 oM |0/0 |0/
TevSTIB805.2.210 VLSEEVPRDK 463-473 N |2/5 |2/8/11 |0/0]0/0 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.16210 | DFSDSADEWEATPKVPVD 5-23 N |11 |oM11 |o/0]01 |00 |0/
TevSTIB805.3.3350 RSRVTSKLVKA 5-16 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0k
LSRTWNDAQTLEDAGAAYSQ
TevSTIB805.9.9680 AVNNGAV 160-187 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.10.7350 DEELKQRFSSEKKPFLC 138-155 N |22 2211 |00]11 |00 |0/
TevSTIB805.10.4850 DNFFDAKNKKWIKSE 244-259 N |22 |22/11 [22]11 |00 | 0&-
TevSTIB805.10.13440 | GAHSKKVVLTAAKSP 98-113 N |11 1111|0011 |00 |00
TevSTIB805.10.15220 | PTDANFTLHPPVDV 99-113 Y |11 [11]11 oo |11 |00 |0/
QVKVRNAGQGSPSFSPKSPS
TevSTIB805.3.4520 APFLFPG 759-786 N |11 |oM]o1  |0/0]01 |00 |0/
TevSTIB805.4.1860 HTNMSHCKFEHPR 48-61 Y |11 |0/0]11 |00 |00 |0/0 |0/
TevSTIB805.11_01.11690 | IVITNDKGRLSKA 503-516 N |11 33|11 [3/3]33 |02 |0/
TevSTIB805.8.3760 TSGTKAHRASIS 606-618 N |11 |11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.7.1760 GMRQKRRHFVEG 212-224 N |33 |3/3]22 |[3/4]11 |00 |0/
TevSTIB805.6.3630 LVQSGIEMQEEN 1556-1568 |N_ | 1/1 |11 11 |0/0 |11 | 0/0 |0/0
TevSTIB805.11_01.3790 | NTESKTFNGIY 413-424 N |11 22|11 |00 |11 |00 | 0&-
YGGVQVNPGVAFPQPQVHQP
TevSTIB805.11_01.14560 | Q 144-165 N |11 |11 |0l |11 o~ |0k
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TevSTIB805.8.8830 FHEDDEGALT 729-739 N |11 |11]11 |00 |00 |0~ |0/
TevSTIB805.10.15220 | FESNGDPAAE 434-444 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0k
TevSTIB805.1.4200 STGKKRTELQ 715-725 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.4.590 PIGKKKLTP| 2538-2548 |N |11 |11 |11 |0/0 |11 |00 |0/
TevSTIB805.1.4730 SASDLAASSL 251-261 N |10 |1/0/10 |0/0|1/0 |00 |0/
QRRPPKGGVDKAMAEAESVE
TevSTIB805.11_01.3300 | AEVMKKPSKQ 49-79 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.4.800 AGGAPKGAVV 629-639 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.3.960 RISAGRGPRTPRTGRAPSI 320-339 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.3.960 EIQNRNGVESEEAEARGH 62-80 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.13420 | EALAKKYNWEKKVCRR 82-98 N |22 |22]00 |01]11 |00 |0/
QQRPKEVDMEATLTEAKESK
TevSTIB805.10.2620 GFQPWKISCQ 44-74 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.13260 | KTPGEGEDEEIVLD 122-136 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.10.6160 TDHGADSGKKFGF 307-320 N |11 [11]11 |00 ]11 |0~ |00
RSPRSSVRRPSERLDEHNFSI
TevSTIB805.7.3730 SPGA 1140-1165 |Y |11 [11]11 |00 |11 | 0/0 | 0/0
TevSTIB805.6.4570 RPSIKVVANESTANKVAP 221-239 Y |11 |[11]00 |00 |11 |00 |0/
VTRTGAVEKEPSCAEGKNEP
TevSTIB805.6.4570 EGKVEEEE 125-153 N |11 |11]00 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.3300 | LPNAGDFVEGA 274-285 N |11 [11]11 |00 |11 |00 | 0-
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21/2

TevSTIB805.1.400 VYHSKHPVRAL 1278-1289 [N |8 [2/3|2/4 |0~ [0~ |0/0 |0/0

TevSTIB805.11_01.16010 | KSDPSVLPAST 59-70 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/

TevSTIB805.11_01.9900 | PKDGYSIHPV 132-142 N |11 |11 |0~ 11 |00 |0/

TevSTIB805.11_01.3790 | RHHGECGAVT 447-457 N |11 2211 |04 [11 |0~ |0k-
HAMIPTTPSMGDTFPGDDAN

TevSTIB805.10.1600 MSGST 348-373 Y |11 [22]11 |00 |11 |00 |0/

TevSTIB805.7.3800 KHFVEDPHAA 342-352 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/

TevSTIB805.4.1310 VNKYIDQGVA 285-295 N |11 [ (a1 o |2

TevSTIB805.10.1610 FYNVEPTSNN 61-71 N |11 |oA11 |o- |01 |00 |00
LPSRKACHGNVSLAACGSPN

TevSTIB805.3.4520 TGSPPFGGV 692-721 Y |11 |oM]0o1 |00 |04 |0/0 |0/

TevSTIB805.7.3730 GYGDDGPLSKRTAE 938-952 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
FSLICSSNDCSAVGEMKRIRT

TevSTIB805.11_01.3300 | GG 231-254 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/

TevSTIB805.9.9680 VHGTFNKIVGSASQSATR 77-95 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/

TevSTIB805.10.8720 VEPTIKSLPVPEV 332-345 N |11 2211 |00 |11 |00 |0/

TevSTIB805.4.1860 MEPNQATTAYDLTAKTI 346-363 N |22 2222 |[11]11 |00 |00
MMPPNRMNQSPMMGQGLPP

TevSTIB805.10.1600 QVGNFM 314-339 Y [11 |22]11 |00 |11 |00 |0/

3/1
TevSTIB805.11_01.11690 | MPGGMPGGMPGGMGG 629-644 N |14 |14]14 |1 |14 |00 |00
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TevSTIB805.1.400 SDIVDYDINHKKGVD 284-299 N |11 |2/2]00 |0/0]00 |00 |0/
TevSTIB805.10.9500 TSSHKIEKKTE 367-378 N |11 [11]11 |00 |11 |0~ |0k
TevSTIB805.7.4770 LDPYGVNPKMV 232-243 N |11 [11]11 |0~ |11 |00 | 0k-
TevSTIB805.3.960 DEPEAEAEAPVQHQRSDS | 43-61 N |11 |11 |00 |11 |0~ |00
TevSTIB805.3.960 ESKEAPMRAGRRRNRRS 392-409 N |11 |0~ |0~ |0/0|0- |0/0 |0/
TevSTIB805.5.1230 WKKLQEEAAR 279-289 N |11 |11 (1111 |00 |00
TevSTIB805.10.10860 | PTGNGVRVSKWKKAPN 2251-2267 |N |11 |3/3 |11 |0/0|0/0 |0~ |0/0
TevSTIB805.2.2510 FKCNKEGHVATQCRGEPT | 279-297 N |11 [11]11 |00 ]11 |0~ |00
TevSTIB805.11_01.1410 | ILNEKKSLAMNS 770-782 N |11 1111 |o~- |00 |0~ |0/
TevSTIB805.10.8760 SDSDESIDEVIQ 7-19 N |22 33|00 |0~ |11 |0/0 |0/
KAQSYRAEMLYSGESNPDEK
TevSTIB805.10.4850 YYMGI 344-369 N |22 2211 |00]11 |00 |0/
TevSTIB805.8.3760 NTNDTNMFAPP 95-106 Y [11 [11]11 |00 |11 |0~ |0/
TevSTIB805.1.2020 NSSADAYHPLS 1028-1039 |Y |1/ [11]11 |00 [11 |0/0 |0/0
TevSTIB805.11_01.2540 | HMAKVLTSNSA 42-53 N |11 |11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.9.9060 FTKMSKMAGATADSSD 43-59 N |11 2211 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.7.5310 TVASNKLPVAPRSVTT 1325-1341 [N |11 [2/2]11 |00 |11 | 0/0 |0/0
MGKGGKSFKAGNAKGIMQNQ
TevSTIB805.8.6140 K 4-25 N |11 1111 oM 11 |00 |00
TevSTIB805.10.13440 | REGRLASETAVSPSASAMAIG | 37-58 N |11 |11 |o- 11 |00 |00
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TevSTIB805.8.5690 SLKRNRKGLN 193-203 N |11 |0-|0/0 |0/0|0- |0/0 |0/
TevSTIB805.4.1310 STTKKERVAAHSHV 10-24 N |11 |11 (1111 |00 |00
TevSTIB805.10.6160 IAGASSAGGGAAGAGA 340-356 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
AGDYEYRYIVDGVEIVPESNG
TevSTIB805.11_01.17580 | VLSKHK 332-359 N |11 2211 |04 |11 |00 |00
VLDSMSVTNNHFLDALSKMNP
TevSTIB805.10.6120 SALRETQV 429-458 N |11 [11]11 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.1100 | GTNGGNPTLVT 953-964 N |2/2 |3/3|33 |2/2|00 |00 |0-
TevSTIB805.6.3630 PDPNNIDLLLRTQSI 1363-1378 [N |11 [1/1]11 |00 [11 |0/0 |0/0
AGRMASGSTSPARRPFNKGG
TevSTIB805.3.960 S 452-473 N |11 oA 11 |o0]01 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.16010 | NHEKERAKVG 37-47 N |11 1111 |o~ 11 |00 |00
TevSTIB805.11_01.14560 | TTSATAANNASASGSA 449-465 Y [11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.3790 | KTLEALPKGG 387-397 N |11 2211 |00 ]11 |00 |0/
TevSTIB805.7.5310 GHISQLPLPQ 1121-1131 [N |11 [2/2|11 |00 [11 |0/0 |0/0
TevSTIB805.11_01.3880 | EMELYGNPPQ 101-111 N |11 |11 oM 11 |00 |00
TevSTIB805.10.13440 | SFLPPLAGSTAAGATA 81-97 N |11 |11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.10.13330 | KQKQRRVELS 551-561 N |11 |11 oM 11 o~ |00
EWERRMQAPVAGAGRSLRN
TevSTIB805.9.9680 S 132-152 N |11 [11]11 |00 ]11 |0~ |00
TevSTIB805.4.370 RRKRQEEEWRR 58-69 N |11 11011 (11111 oo |00
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TevSTIB805.11_01.4760 | TQQCEKNTIAI 153-164 N _[11 2211 |o1|22 |0- |0-

TevSTIB805.3.5840 ALPTRAGESEV 348-359 N |11 [11]11 |oo|11 |00 |0

TevSTIB805.2.260 VASGYAALDEEA 469-481 N |22 |22]00 |o0|00 [0- |0/
RIEPREHPLETSTLRHSCRPIF 12/3

TevSTIB805.1.400 HTQIKPV 1300-1329 |N |0 [2/5|0/3 |0/0|0/0 |0/0 |0/0
IALGEDFGGNQLTPQEAKALA

TevSTIB805.4.2000 DKEA 10-35 N _[11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
PHQGAHTPMGFGRGGQPLM

TevSTIB805.10.1600 EHMQPS 178-203 N _[11 [2/2]11 |00|11 |00 |0/

TevSTIB805.1.4200 YNIRRHSLNSTGT 660-673 Y |11 [11011 |00 [11 |00 |0/0

TevSTIB805.4.1860 RKQFARTTEGRLAEAR 183-199 N |22 |22]22 |o0|11 |00 |0/
ELVHLGSARGKYYLSFLQRG

TevSTIB805.11_01.14680 | MQGN 502-526 N [11 [11]11 |oo|11 |00 |0/

TevSTIB805.6.4940 YNVLPARVSKLHVPPA 425-441 N [11 [11]11 |oo |11 |00 |0/
RLHKRKITGGKTKIHRKRMKA

TevSTIB805.8.6440 ELGRLPAN 6-35 N |22 |2/2]22 |2/2]11 |00 |0/

TevSTIB805.1.4200 MHTCRSGPTYME 483-495 N _[11 [11]11 |00 |11 |00 |0/

TevSTIB805.10.7180 MSNADVMLRGDY 212-224 N _[11 [11]11 |oM |11 [0/ |0/

TevSTIB805.11_01.1740 | GSRLENFGGAAA 75-87 N [11 [11]11 |oo|11 |00 |0/

TevSTIB805.11_01.4760 | RDTYRHLVMGSAIRRRET 335-353 N [11 |22]11 |o0|22 |00 |0/

1011 | 11/
TevSTIB805.10.11490 | QALRDSSMSAYM 591-603 N [0 |11 ]33 |0o3|11 |00 |0/
TevSTIB805.9.8080 AAAGRGGGAMPV 532-544 N _[11 [11]11 |oo|11 |00 |0/
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TevSTIB805.3.5330 WGTGRAVARIPRIHGGGTSM | 65-85 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.13420 | SNLRMKKKLRMV 118-130 N |0/2 |0/0]|0/0 |0/0]00 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.14390 | EVSICSVGSFRSGFNMS 11-28 Y |11 |00 |11 |0/0|0/0 |00 |0/
TevSTIB805.8.4570 RIVREQTGLR 184-194 N 11 (1111 |o- |11 |0~ |00
TevSTIB805.2.260 APQQLRLIGQ 655-665 N |56 [4/5[1/1 |0/0|0/0 |0/0 |0/0
VPLPQIQIQTPRRDGEASLAD
TevSTIB805.3.4520 P 733-755 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.2.210 PQQLRLIGQKALPAA 649-664 N |56 [3/5[1/2 |0/0|0/0 |00 |0/
TevSTIB805.10.15760 | AMQQQLVDEAAA 221-233 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.11_01.1100 | KLQLQMFTKD 487-497 N |11 [11]11 |00 |0~ |00 |0/
TevSTIB805.8.3760 ESMMRFHRDIIEGETPY 461-478 N |11 (1111 |02 |11 |00 |00
TevSTIB805.10.5720 MDHQLAALGRGGAM 1106-1120 |N |11 |22 [11 |0/ |11 |0/0 |0/0
TevSTIB805.7.3730 DEELNQPAIP 99-109 N |11 (1111 |oM |11 |00 |00
TevSTIB805.8.4570 RRVGRFMKHLT 247-258 N |11 (11011 |o- |11 |00 | o~
TevSTIB805.1.3200 AAAWEFISKRKGC 697-710 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |0/
TevSTIB805.8.8830 VEEVEEVPLTPRAARLQNVIA | 56-77 N |22 [22]00 [00]|11 |00 |0/
AVQVRHVDPSMYVTTNRATF
TevSTIB805.10.10860 | VNH 2339-2362 |N |11 |3/3|11 |0/0|0/0 |0/0 |0/0
TevSTIB805.10.7350 ATRAATVNLTTEWHQH 380-396 Y |22 [22[11 |0/0]11 |00 |0/
TevSTIB805.4.2000 MNEVERYTVEV 122-133 N |11 (1111 |o- |11 |00 |00
TevSTIB805.7.3730 LDDKRIVSSGRFEL 527-541 N |11 [11]11 |00 |11 |00 |00
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TevSTIB805.4.800 MASAPAFPAATG 669-681 N 11 101 |11 0/0 | 01 0/0 0/0
FLRCILKFMHHRLHFMQYLHK

TevSTIB805.1.4200 EVVFEA 726-753 N 1M1 111 11 0/0 | 11 0/- 0/0

Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Nota: Id — Accession number, Loc — Localizagao do epitopo na proteina, N-Glyc — presenga de N-glicosilagao, Tev — T. evansi, Tb — T. brucei brucei, Tbg — T.

brucei gambiense, Tvi— T. vivax, Teq — T. equiperdum, Ecab — Eqqus caballus, Rnov — Rattus norvegicus
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