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RESUMO

Com a publicacdo dos resultados do projeto genoma de Trypanosoma cruzi,
abordagens que visam contribuir para um melhor entendimento da diversidade dos
genes codificadores das grandes familias de proteinas de superficie do parasito podem
ser aplicadas em escala gendmica. Uma das familias multigénicas de 7. cruzi mais bem
estudadas € a trans-sialidase/sialidase-like (TcS). Apesar de quatro grupos desta familia
ja terem sido identificados em trabalhos anteriores e apenas um deles albergar trans-
sialidases ativas, todos os membros da familia estdo anotados em banco de dados como
trans-sialidase. Neste trabalho, usando metodologias de clusterizacdo de sequéncias, 0s
508 membros completos da familia TcS foram divididos em oito grupos bem distintos,
TcS I a VIII. Os oito grupos foram caracterizados baseado na presenca de motivos
tipicos da familia, localizacdo cromossdmica, expressdo gé€nica e antigenicidade.
Interessantemente, membros dos diferentes grupos apresentam um padrdo distinto de
localizagdao cromossomica. Membros de TcS II, que albergam proteinas envolvidas em
adesdo e invasdo celular, sdo preferencialmente localizados nas regides subteloméricas,
enquanto que membros do novo e maior grupo da familia (TcS V) apresentam
localizag@o cromossdmica interna. Resultados de expressdo, usando RT-PCR em tempo
real, mostram que os genes TcS em geral sdo mais expressos nas formas encontradas no
hospedeiro vertebrado e existe variacdo de expressdo entre os membros até mesmo
dentro dos grupos. Novos epitopos de célula B foram identificados na familia TcS em
membros de grupos previamente descritos bem como em membros de novos grupos.
Alguns dos peptideos reativos foram encontrados em vérios membros da familia. A
reatividade cruzada entre vérios epitopos TcS e variabilidade de sequéncia da familia
pode contribuir na estratégia do parasito de escapar do ataque do sistema imune através
da exposi¢@o simultinea de epitopos de célula B relacionados gerando respostas imunes
espurias e ndo neutralizantes.

Em um segunda parte deste trabalho, nds realizamos andlises comparativas de
diversidade das familias génicas que codificam proteinas de superficie de T. cruzi. Estas
familias apresentam diversidade altamente heterogénea, variando de niveis de baixa
(DGF-1 e SAP), intermedidria (RHS e mucin-like) e alta (TcMUC, TcS, GP63, MASP)
diversidade. Gréficos do tipo MDS (Multidimentional scaling) foram gerados para

representar a diversidade de cada familia e o método k-means, para definir os grupos

VIII
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intra-familia. MASP e TcMUC apresentam um padrdo similar de diversidade das
regides codificadora e 3’ flaqueadora. As sequéncias codificadoras de ambas familias
apresentam um padrdo continuo de diversidade enquanto que a regido 3’ flanqueadora
de cada familia é altamente conservada. Especulamos que eventos de recombinagdo
entre os membros de cada familia possa contribuir para este padrio de diversidade, em
um mecanismo similar ao previamente descrito para os genes MSP2 de Anaplasma
marginale. De fato, nds identificamos fragmentos compartilhados entre membros da
familia MASP que pertencem a grupos K-means distintos. Nds também identificamos
fragmentos compartilhados entre diferentes familias génicas de 7. cruzi. A maioria

destes fragmentos se localizam na extremidade 3’ dos genes, sugerindo novamente que

estas regides possam estar envolvidas nestes possiveis mecanismos de recombinagao.
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ABSTRACT

With the availability of the data generated by the Trypanosoma cruzi genome project, it
is now feasible to characterize the sequence diversity of the largest 7. cruzi multigene
families. The trans-sialidase/sialidase-like (TcS) is the largest T. cruzi gene family and
one of the most studied of this parasite. Despite the fact that four TcS groups are well
characterized and only one of them contains active trans-sialidase enzymes, all members
of the family are annotated in the 7. cruzi genome database as trans-sialidase. Here, by
performing sequence clustering analysis, besides the four previously described TcS
groups (TcS I to IV), we have identified four new ones (TcS V to VIII). The eight
groups were characterized based on the presence of key TcS motifs, chromosomal
localization, gene expression and antigenic profile. Interestingly, members of distinct
TcS groups show distinctive patterns of chromosome localization. Members of the
TcSgroupll, which harbor proteins involved in host cell attachment/invasion, are
preferentially located in subtelomeric regions, whereas members of the largest and new
TcSgroupV have internal chromosomal locations. Real-time RT-PCR confirms the
expression of genes derived from new groups and shows that the pattern of expression
is not similar within and between groups. We also performed B-cell epitope prediction
on the family and constructed a TcS-specific peptide array, which was screened with
sera from 7. cruzi—infected mice. We demonstrated that all seven groups represented in
the array are antigenic. A highly reactive peptide occurs in sixty TcS proteins including
members of two new groups and may contribute to the cross-reactivity of 7. cruzi
epitopes during infection.

In a second part of this work, we have performed comparative analysis of the
sequence diversity of the largest 7. cruzi multigene families, named DGF-1, SAP, RHS,
mucin-like, TcMUC, TcS, GP63, MASP. These families have distinct levels of
diversity, ranging from low (DGF-1 e SAP), intermediate (RHS, mucin-like) and high
(TcMUC, TcS, GP63, MASP). Multidimentional scaling (MDS) plots were generated as
a visual representation of the distance matrix for each family and K-means method was
used to define the intra-family groups. MASP and TcMUC have similar patterns of
diversity in the coding and 3’ flanking regions. Their coding regions display a gradient
of diversity whereas their 3’ flanking regions are highly conserved. We hypothesized

that recombination might contribute to this pattern of diversity in a similar mechanism
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described for the MSP2 gene family of Anaplasma. We have identified shared
fragments among MASP members belonging to distinct k-mean groups. We have also
identified shared fragments among the 7. cruzi gene families, mainly involving TcS and
MASP. The majority of these fragments is located at the 3’ end of the genes, again

suggesting that these regions might be involved in these recombination events.
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1. Introducao

Doencas infecciosas causadas por protozodrios continuam sendo a maior causa de
mortalidade em paises em desenvolvimento (WHO, 2011). maldria, leishmaniose e
tripanossomiases foram classificadas pela Organizacdo Mundial da Saide (WHO) como doencas
negligenciadas. Esta classificacdo decorre do fato das companhias farmacé€uticas nio terem
investido no desenvolvimento de novas drogas e vacinas contra estas parasitoses, uma vez que o
tratamento e a prevencdo destas doencas ndo sdo economicamente atrativos. Nao héd vacinas
contra estes parasitos e as drogas atualmente disponiveis possuem eficicia limitada, efeitos
colaterais, problemas relacionados a resisténcia e custo elevado. Devido a caréncia de métodos de
tratamento e diagnéstico efetivos (Urbina e Docampo, 2003); WHO, 2011), novos tratamentos
quimioterdpicos e profildticos necessitam ser desenvolvidos no combate a estas doencas
parasitdrias.

Recentemente o genoma de vérios parasitos protozodrios foram sequenciados (Gardner et
al., 2002; Carlton, 2003; Berriman et al., 2005; El-Sayed et al., 2005a; Gardner et al., 2005;
Ivens et al., 2005; Loftus et al., 2005; Carlton et al., 2007; Franzén et al., 2011). A
disponibilidade dos dados gerados nestes projetos permite que novas abordagens e metodologias
voltadas para o estudo da biologia e desenvolvimento de novas estratégias de prevencao,
tratamento e diagndstico das moléstias causadas pelos parasitos sejam aplicadas em escala
gendmica.

Dentre os genomas de parasitos ja sequenciados encontra-se o genoma do Trypanosoma
cruzi (El-Sayed et al., 2005a; Franzén et al., 2011), agente etiolégico da doenca de Chagas ou

tripanossomiase americana.

1.1. O T. cruzi e a doenca de Chagas

A distribui¢do do 7. cruzi ocorre principalmente em parte da América do Norte, América
Central e América do Sul. Entretanto, devido a grande mobilidade atual das popula¢des humanas,

alguns casos da doenca de Chagas também sdo encontrados nos Estados Unidos, Canada e
1
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Europa (WHO, 2011). Estima-se que 10 milhdes de pessoas estejam infectadas por 7. cruzi na
América Central e do Sul, 25 milhdes estdo sobre risco de infeccdo, e aproximadamente 13.000
morrem todos os anos da doenca de Chagas. Ainda ndo existe vacina ou medicamento eficientes
para a fase cronica da doenca de Chagas, quando as sintomatologias clinicas mais severas podem
se manifestar. Os medicamentos usados durante o tratamento sdo téxicos e efetivos somente
durante a fase inicial da doenca, a fase aguda (WHO, 2011; Barrett et al., 2003; Urbina e
Docampo, 2003).

A doenga de Chagas € transmitida principalmente pelo vetor invertebrado (inseto barbeiro
da familia Reduviidae), para o hospedeiro vertebrado (mamifero). Outras vias de transmissao
incluem acidente de laboratério, ingestdo de alimentos contaminada, transfusdo de sangue,
transplante de orgdos, e por via transplacentaria da mae infectada para o filho durante a gravidez
(WHO, 2011; Barrett et al., 2003).

O T. cruzi apresenta diversos ‘“‘estadgios evolutivos” que apresentam distintas propriedades
replicativas e infectivas. As formas replicativas sdo epimastigota e amastigota, presentes no
inseto € no mamifero, respectivamente. As formas ndo replicativas e infectantes sdo a
tripomastigosta metaciclica, presente nas fezes do inseto, e a tripomastigota sanguinea presente
no hospedeiro vertebrado. As formas amastigotas também apresentam propriedades infectivas
(Behbehani, 1973; Nogueira e Cohn, 1976; Hudson et al., 1984; Ley et al., 1988; Mortara et al.,
2005).

O ciclo de vida do parasita, transmitido pelo inseto, comeca com 0 protozodrio, presente
nas fezes do barbeiro infectado, tendo acesso a corrente sanguinea do mamifero através do
ferimento provocado pelo barbeiro durante o repasto sanguineo ou através de mucosas (boca ou
olhos). O barbeiro € encontrado usualmente em casas de madeira com frestas, essas geralmente
construidas na zona rural ou dreas suburbanas. Normalmente os barbeiros se escondem durante o
dia, tornando-se ativos durante a noite periodo no qual saem para se alimentar do sangue dos
mamiferos. Os barbeiros fazem o repasto sanguineo em &4reas expostas, defecando perto do
ferimento causado durante o repasto. O parasito entra na corrente sanguinea na forma de
tripomastigota metaciclica e invade uma variedade de tipos celulares. Na célula infectada, o
parasito se diferencia na forma replicativa amastigota e passa por uma série de divisdes bindrias e

depois se diferencia na forma tripomastigota. A forma tripomastigota que € liberada na corrente
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sanguinea do mamifero apds o rompimento da célula inicia um novo ciclo de invasdo celular. O
vetor invertebrado durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado é
contaminado pela ingestdo de tripomastigotas da corrente sanguinea. No intestino do
invertebrado os tripomastigotas se diferenciam na forma replicativa epimastigota que se
multiplica. A forma epimastigota se diferencia em tripomastigota metaciclica na porcao final do
intestino do barbeiro, desta forma fechando o ciclo.

A forma de controle mais eficiente da transmissdo da doenga de Chagas é o controle do
vetor. Outra medida importante de controle da transmissdo é o rastreamento dos bancos de
sangue para a infec¢do pelo parasito.

A doenca de Chagas pode ser dividida em duas fases de manifestacdes clinicas — fase
aguda e fase cronica. A fase aguda € caracterizada pela alta parasitemia e parasitismo tecidual
sendo geralmente assintomdtica, no entanto algumas pessoas podem manifestar dor de cabeca,
febre, dores musculares, dificuldade de respirar, linfonodos inchados e dor abdominal ou no
peito. Na fase crOnica, os parasitos sdo frequentemente encontrados no musculo cardiaco ou liso
ou aparelho digestivo (causando megaesdfago ou megac6lon). Na fase cronica, 25 a 30% dos
pacientes podem apresentar sintomatologias variadas como comprometimento cardiaco, digestivo
ou neurolégico, levando a debilidade, diminui¢do da qualidade e expectativa de vida (WHO,
2011). Nao se sabe quais os fatores determinam a amplo espectro de manifestacdes clinicas, mas
acredita-se que a variabilidade genética tanto do parasito quanto do hospedeiro possam estar
envolvidas. De fato, T. cruzi € um tdxon extremamente heterogéneo tanto genotipicamente quanto
fenotipicamente. Apesar de sua reproducdo ser predominantemente clonal, evidéncias de raros
eventos envolvendo troca de material genético ja foram reportadas (Machado e Ayala, 2001;
Brisse et al., 2003; Zingales et al., 2009). Baseado em vérios marcadores moleculares, o tdxon 7.
cruzi foi dividido em seis linhagens filogenéticas, Tc I a VI (Zingales et al., 2009). Acreditamos
que com o aumento amostral das sequéncias nos banco de dados, outros grupos/linhagens serao
identificados.

A grande divergéncia genética entre as linhagens de 7. cruzi € refletida em muitos
aspectos epidemioldgicos e patolégicos da doenca de Chagas, principalmente nos que diz respeito
as linhagens Tc I e Tc II, que sdo as mais bem estudadas. Em paises do Cone Sul da América do

Sul onde a doenca de Chagas é mais severa, Tc I € associado ao ciclo silvestre infectando
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principalmente mamiferos arboreos, enquanto Tc II predomina nos ciclos domésticos infectando
0 homem e outros mamiferos terrestres (Zingales et al., 1998; Coura et al., 2002; Yeo et al.,
2005; Flores-Lopez e Machado, 2011). Evidéncias epidemioldgicas e de genotipagem de
parasitos diretamente de tecidos humanos infectados tém demonstrado que a linhagem Tc II é o
agente causal predominante da doenca de Chagas nesta drea. Por outro lado, Tc I predomina na
bacia Amazonica e em dreas endémicas da doenca de Chagas na Venezuela (Miles et al., 1981;

Coura et al., 2002; Zingales et al., 2009).

1.2. O genoma do 7. cruzi

O genoma de 7. cruzi foi sequenciado em 2005 por um consdrcio internacional,
juntamente com o genoma de dois outros tripanossomatideos causadores de importantes doencas
tropicais, o Trypanosoma brucei e a Leishmania major (Berriman et al., 2005; El-Sayed et al.,
2005a; Ivens et al., 2005). CL Brener, representante da linhagem hibrida Tc VI, foi a cepa
referéncia do projeto genoma de 7. cruzi por ser bem caracterizada experimentalmente e para
facilitar andlises comparativas com o projeto EST de CL Brener que estava em andamento na
época (Agiiero et al., 2004). O genoma foi sequenciado usando a estratégia “whole genome
shotgun” com cobertura de 14 vezes e o tamanho do genoma dipldide foi estimado entre 106,6 —
110,7 Mb.

Devido a natureza hibrida e repetitiva do genoma de CL Brener, uma série de
modificagdes dos pardmetros de montagem do genoma tiveram que ser implementadas. Estas
modificagdes foram realizadas no sentido de se favorecer a montagem separada dos dois
haplétipos de CL Brener, uma vez que critérios menos estringentes de montagem geraram um
grande ndmero de pseudogenes. Fortes evidéncias sugerem que a linhagem hibrida Tc VI, a qual
pertence CL Brener, se originou de genomas ancestrais das linhagens Tc II e Tc III (De Freitas, et
al., 2006; lenne et al., 2010). A fim de verificar se os dois haplétipos de CL Brener foram
montados separadamente, o genoma da cepa Esmeraldo, representante de um dos genomas
parentais (Tc II), foi sequenciado a baixa cobertura (2,5x). Andlises comparativas entre os reads
de Esmeraldo e os contigs de CL Brener, permitiram a identificacdo de pares de alelos para cerca

de metade dos genes de CL Brener. Os dois haplétipos apresentam em média 5,4% de
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divergéncia, sendo que este valor diminui para 2,2% nas regides codificadoras. Os dois
haplétipos apresentam alta sintenia, sendo inser¢Oes e delecOes as alteracdes mais frequentes
encontradas em regides subteloméricas e intergénicas (El-Sayed et al., 2005a).

Foram identificados aproximadamente 12.000 genes por genoma hapléide e estimado um
total de 22.570genes. Destes, cerca de metade corresponde a genes representados por pares de
alelos derivados dos haplétipos Tc II (Esmo-like) e Tc III (non-Esmo-like). O restante dos genes
ndo pode ser atribuido a um haplétipo especifico (El-Sayed et al., 2005a).

Grande parte desse genoma € composto de sequéncias repetitivas (~50%), tais como
retrotransposons e grandes familias de proteinas de superficie, correspondendo a 18% do total de
genes codificadores de proteinas (El-Sayed er al., 2005a). Esses genes ocorrem em clusters
dispersos de repeticdes em tandem e interespacadas, frequentemente encontradas em regides
subteloméricas e regides ndo sinténicas com 7. brucei e L. major (El-Sayed et al., 2005a; El-
Sayed et al., 2005b). A montagem dos cromossomos de 7. cruzi aconteceu posteriormente a
publicacdo do genoma sendo proposta a existéncia de 41 cromossomos (Weatherly et al., 2009).

O genoma de T. cruzi é caracterizado por uma grande expansdo do nimero de genes das
familias de proteinas de superficie comparado com os genomas de 7. brucei e L. major e alguns
destes genes sdo especificos do parasito (El-Sayed et al., 2005a). Com a anotacdo do genoma do
T. cruzi, além de terem sido identificados novos membros de familias previamente descritas,
identificou-se uma nova e grande familia multigénica denominada MASP (mucin-associated
surface protein).

A maioria das proteinas das grandes familias de superficie de 7. cruzi possuem, em sua
estrutura polipeptidica, sequéncias sinalizadoras conservadas com papel no direcionamento e
ancoramento destas proteinas na superficie do parasita, a saber: peptideo sinal e sequéncia para
ancoragem na membrana através de GPI (Barry et al., 2006). Outra caracteristica compartilhada
pelas familias de proteinas de superficie de 7. cruzi é a localizagdo no genoma em regides que
apresentam auséncia de sintenia com os genomas de 7. brucei e L. major, sendo estas regidoes em
T. cruzi ricas em genes e pseudogenes das familias MASP, TcS (trans-sialidase/sialidase-like),
GP63 (glicoproteina de superficie 63 kDa), TcMUC (T. cruzi mucinas), DGF-1 (dispersed gene
family -1), SAP (serine-alanine and proline rich protein), além de RHS (retrotransposon hot spot

protein) (El-Sayed et al., 2005b; Bartholomeu et al, 2009). Nessas regides também sio
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encontrados vdrios elementos similares aos retrotransposons VIPER, L1Tc, SIRE e DIRE (Baida
et al., 2006; Bartholomeu et al., 2009). A expansio do nimero de genes nessas regides,
abundancia de pseudogenes e retroelementos, ocorréncia de gene quimeras € grupos génicos
direcionais de pequeno tamanho sugerem que estas regides foram submetidas ou ainda sobrem

intensos eventos de rearranjo génico (Baida et al., 2006, Bartholomeu et al., 2009).

1.3. Grandes familias de proteinas de superficie em 7. cruzi

1.3.1. Trans-sialidase/sialidase-like (TcS)

Trans-sialidase/sialidase-like € a maior familia génica do 7. cruzi. Ela € composta por
membros que apresentam atividade de trans-sialidase e sequéncias similares associadas a outras
funcdes. Neste trabalho iremos nos referir aqueles membros com atividade trans-sialidase como
“TS” e a familia como um todo como “TcS”.

Os eucariotos superiores e algumas bactérias sdo capazes de sintetizar o carboidrato dcido
sidlico e adiciond-lo aos glicoconjugados e/ou proteinas. A enzima sialiltransferase, presente no
complexo de Golgi dos eucariotos “superiores” (deuterostomios), usa o CMP-acido sidlico como
substrato doador de 4cido sidlico para os glicoconjugados e/ou proteinas (Frasch, 2000, Varki et
al., 1999).

As espécies de protozodrios do género Trypanosoma sao incapazes de sintetizar acido
sidlico. Apesar desta limitacao, algumas espécies como 7. brucei (agente etioldgico da doenca do
sono em humano e nagana em animais domésticos) e 7. cruzi expressam a enzima trans-sialidase
(TS) - capaz de remover &cido sidlico dos glicoconjugados e proteinas do hospedeiro e adiciond-
lo a outras moléculas presentes na membrana do parasito. O parasito 7. rangeli (espécie nao
patogénica em humanos) também apresenta membros da familia com atividade de sialidase, mas
ndo apresenta atividade de trans-sialidase (Buschiazzo et al., 2000).

A enzima TS € expressa e ancorada na membrana externa do 7. cruzi. A enzima TS de T.
cruzi € capaz de retirar moléculas de 4cido sidlico ligados a glicoconjugados e/ou proteinas
presentes na membrana plasmdtica das células do hospedeiro e adiciona-las a galactose beta-

terminal dos glicoconjugados presentes na membrana externa da sua célula. As proteinas de
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superficie da familia das mucinas de 7. cruzi (TcMUC) sdo as principais moléculas aceptoras de
acido sidlico transferidos por TS. A familia TcS € formada por 1.430 genes espalhados pelo
genoma de 7. cruzi (El-Sayed et al., 2005a), estes apresentam grande variacdo entre suas
sequéncias, e dentre estes foram identificados 693 pseudogenes (El-Sayed et al., 2005a). A
grande variagdo das sequéncias entre as proteinas da familia TcS resultou na aquisi¢dao de funcdes
adicionais a adi¢@o de 4cido sidlico, dentre estas fun¢des foram relatadas funcdo na ligagdo com
fibronectina (Giordano et al., 1994), coldgeno (Velge et al., 1988), citoqueratina (Magdesian et
al., 2001) e proteinas do complemento (Frasch, 2000; Beucher e Norris, 2008; Souza et al.,
2010). Os genes dessa familia ainda apresentam expressdo estdgio dependente (Frasch, 2000;
Souza et al., 2010), sendo mais expressos nas fases tripomastigotas € menos expressos nas fases
amastigota e epimastigota do parasito (Atwood et al., 2005). TcS exibe funcOes criticas para
infeccdo, persisténcia e patogénese da doenca de Chagas, no entanto, os mecanismos moleculares
associados a suas fungdes permanecem em grande parte desconhecidos (Tonelli et al., 2010).

As diferentes fungdes das proteinas da familia TcS foram descritas e sdo associadas a
diferentes dominios presentes na extremidade N- ou C-terminal (Schenkman et al., 1994). As
funcdes descritas associadas a extremidade N-terminal sdo: trans-sialidades/atividade sialidase,
regulacdo das proteinas do complemento, adesdo celular, ligacdo beta-galactose, ligacdo a
laminina. As funcdes associadas a extremidade C-terminal sdo: multimerizagdo da proteina e
modulac¢do da resposta de anticorpos contra a regido N-terminal (Schenkman et al., 1994; Frasch,
2000).

Na extremidade N-terminal das proteinas da familia TcS existem trés motivos
caracteristicos. O motivo FRIP € o motivo mais préoximo da extremidade N-terminal, sendo
responsavel pela ligacdo da proteina TS ao grupo carboxilato do acido sidlico e estd presente com
uma cépia na proteina TS (Todeschini et al., 2000). J& o motivo SXDxGxTW, tipico motivo
sialidase, ocorre de uma a quatro vezes na proteina (Cross e Takle, 1993; Schenkman et al.,
1994). Por fim, o motivo VI VXNV{LYNR apresenta uma cOpia na proteina e € caracteristico de
todos os membros da familia (Cross e Takle, 1993; Schenkman et al., 1994), sendo posicionado
mais distante da extremidade N-terminal e € relacionado com adesdo e invasdo celular
(Magdesian et al., 2001; Magdesian et al., 2007). A extremidade C-terminal das proteinas TS

apresenta regido de tamanho varidvel sendo formada por repeticdes de 12 aminoacidos chamadas
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SAPA e também na extremidade C-terminal estd presente o sitio de ancoragem glicosil de
fosfatidil inositol (GPI) para liga¢do da proteina na membrana plasmética do parasito.

As proteinas da familia TcS podem ser classificadas em quatro grupos: TcS I (TCNA,
SAPA e TS-epi), TcS II (SA85 1.1, TSA, ASP, gp82 e gp90), TcS III (FL-160 e CRP) e TcS IV
(Tc13) (Schenkman et al., 1994). O grupo TcS I corresponde as trans-sialidases ativas (TS). Ja os
grupos TcS II, III e IV sdo chamados por alguns autores de TcS-like formando um grupo mais
distante que apresenta algumas caracteristicas presentes na familia, no entanto, ndo apresentam
membros com atividade trans-sialidase.

O grupo TcS I (TS) apresenta proteinas que sdo expressas em estdgios especificos do
desenvolvimento de 7. cruzi. Alguns membros sdo expressos nas formas ndo replicativas
tripomastigota metaciclica, presente no inseto vetor, € na forma tripomastigota invasiva presente
na corrente sanguinea do hospedeiro mamifero. Os membros desse grupo sdo muito varidveis,
mas apresentam as duas regides caracteristicas, que sdo os dominios N-terminal (FRIP, Asp-box
e VI'VXNVILYNR) e a maioria possui a repeticdo SAPA na extremidade C-terminal. Existem
proteinas do grupo I da familia TcS que ndo apresentam a repeticio SAPA na extremidade C-
terminal, sendo expressas na forma replicativa epimastigota, presente no inseto. Estas também
apresentam atividade trans-sialidase. A falta da repeticdo SAPA nas TS-epi mostra que esse
motivo ndo € necessario para a sua atividade de trans-sialidase (Frasch, 2000). Apesar das
proteinas desse grupo apresentarem ligacdo com a mesma especificidade a beta-galactose, elas
apresentam variacdo na sua atividade trans-sialidase. Somente alguns membros de TcS I
apresentam a regido N-terminal catalitica ativa enquanto que a regido N-terminal dos outros
membros apresenta uma mutac¢do na posi¢dao 342 que provocou a mudanga do residuo triptofano
para histidina, que acarreta perda da atividade trans-sialidase/sialidase (Cross e Takle, 1993;
Schenkman et al., 1994; Cremona et al., 1999; Frasch, 2000).

Foi demonstrado que a repeticdo SAPA de TS aumenta a meia-vida da enzima na corrente
sanguinea, e acredita-se que estas repeticoes retardem a formacao de anticorpos contra o dominio
ativo de TS impedindo assim o bloqueio da atividade trans-sialidase do parasito num primeiro
momento (Frasch, 2000 Colli, 1993; Cazzulo e Frasch, 1992). Possivelmente essa seria a
estratégia usada pelo parasita para evitar a inibicdo da atividade da enzima TS durante o processo

de incorporacdo de 4cido sidlico a sua membrana. TS enzimaticamente ativas, co-expressas, € que
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apresentam pouca diferenca na sua sequéncia primdria, poderiam levar a um atraso e resposta
imune que bloqueasse a atividade da enzima devido a presenca de polimorfismos na vizinhanga
do sitio ativo (Ratier et al., 2008). Especula-se que as TcS de outros grupos poderiam auxiliar
nessa estratégia para gerar uma resposta do sistema imune atrasada e ineficaz contra a atividade
de TS (Ratier et al., 2008).

Os outros grupos (TcS II, III e 1V) apresentam regides protéicas similares a TcS 1, mas
ndo apresentam atividade de trans-sialidase. Estes sdo incluidos na familia TcS por apresentarem
identidade de 30-40% entre suas sequéncias de proteinas e as proteinas TS (Schenkman et al.,
1994; Frasch, 2000). Além da identidade, os membros TcS grupos II, Il e IV apresentam de uma
a quatro repeti¢cdes do motivo SXDXGXxTW (x representa qualquer aminoacido), motivo sialidase,
proximo a extremidade N-terminal e motivo VTVXNVILYNR (x representa qualquer
aminoécido) caracteristico da familia, podendo ser estes motivos degenerados.

Os membros do grupo TcS II sdo expressos na fase de tripomastigota, amastigota e
tripomastigota metaciclica, formas que interagem com hospedeiro vertebrado. Como somente o
grupo TcS II possui alguns membros expressos na forma amastigota esses membros s3o capazes
de ativar resposta T-citotéxica, enquanto as variantes expressas nas formas tripomastigotas
sanguineas, tanto do grupo TcS II como dos outros grupos, induzem a producdo de anticorpos
(Frasch, 2000). As proteinas desse grupo (TcS II) apresentam diversas fungdes, relacionadas com
interacdo entre parasita e hospedeiro, interagindo e permitindo adesdo e invasdo através da
ligacdo com laminina (Giordano et al., 1994), fibronectina (Ouaissi et al., 1988), coldgeno (Velge
et al., 1988; Santana et al., 1997), citoqueratina-18 (CK-18) (Magdesian et al., 2001) e superficie
celular (Frasch, 2000; Tonelli et al., 2010). A interacdo com citoqueratina-18 é importante para o
parasito por promover o aumento na entrada do mesmo nas células do hospedeiro mamifero
(Tonelli et al., 2010). Trabalhos recentes mostram que o grupo TcS II apresenta proteinas
envolvidas no tropismo tecidual e interacdes com vdrios tipos de filamentos intermediarios.
Acredita-se que o motivo VIVXNVXLYNR do grupo TcS II esteja envolvido no tropismo
tecidual de 7. cruzi, por tecidos cardiaco, esdfago, clon e bexiga e interacdo com filamentos
intermedidrios especificamente: vimentina, CK20 e CK8 (Tonelli et al., 2010).

O grupo TcS III apresenta proteinas reguladoras do complemento, CRP (complement

regulatory protein), dentre elas FL-160. Membros deste subgrupo sdo expressos na fase
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tripomastigota e tripomastigosta metaciclica (Schenkman et al., 1994; Beucher e Norris, 2008).
As proteinas CRP bloqueiam a ativacdo das vias cldssica e alternativa do complemento através da
ligacdo com as proteinas C3b e C4b, desta forma inibindo a montagem da C3 convertase e
formacdo do complexo MAC (membrane attack complex) (Frasch, 2000; Beucher e Norris, 2008;
Tonelli et al., 2010).

Os membros do grupo TcS IV sdo encontrados nas fases tripomastigosta e tripomastigosta
metaciclica. Estes membros sdo caracterizados por apresentarem repeticoes curtas de cinco
aminoécidos (EPKSA) na por¢do C-terminal (Cross e Takle, 1993; Schenkman et al., 1994), que
€ reconhecida pelo soro de pacientes infectados (Frasch, 2000; Garcia et al., 2003; Garcia et al.,
2006). As proteinas do grupo TcS IV ndo tém func¢do conhecida, mas existem evidéncias de que
Tc13 atuaria como ligante promovendo a interacdo com neurotransmissores através da repeticao
EPKSA (Garcia et al., 2003; Garcia et al., 2006).

Outras espécies do género Trypanosoma que possuem genes ortdlogos da familia trans-
sialidase/sialidase-like apresentam algumas diferencas com relacdo as TcS de T. cruzi. T. brucei
apresenta menor nimero de cépias da familia e com identidade protéica de apenas de 38% com
os ortdlogos de T. cruzi (Montagna et al., 2002). Apesar desta divergéncia, a enzima de 7. brucei
apresenta residuos conservados para atividade enzimatica e os motivos FRIP, Asp-box e
VTVXNVxXLYNR, mas ndo apresenta repeticoes SAPA (Montagna et al., 2002). TS de T. brucei
€ expressa somente na forma prociclica encontrada no inseto vetor (género Glossina) e o dcido
sidlico € transferido para proteinas prociclina presentes na forma prociclica, conferindo
provavelmente um papel protetor contra as enzimas digestivas do inseto (Buschiazzo et al., 1997,
Montagna et al., 2002). Outra caracteristica que difere a familia trans-sialidase/sialidase-like
destes dois parasitos é que a familia em 7. brucei tem atividade de sialidase e trans-sialidase
codificadas em genes diferentes (Montagna et al., 2006). Os ort6logos de 7. rangeli apresentam
grande identidade protéica com TcS de T. cruzi (68,9%) e alguns dos membros desta familia,
assim como em 7. cruzi, ndo apresentam atividade enzimatica. O niimero de grupos também &
diferente entre as trés espécies, a familia de 7. rangeli € classificada por similaridade de
sequéncia em trés grupos enquanto que em 7. brucei é classificada em oito grupos (Buschiazzo et

al., 1997; Montagna et al., 2002; Grisard et al., 2010).
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1.3.2. TeMUC Mucinas

A familia TcMUC é composta por proteinas de superficie, principais aceptoras de acido
sidlico, que formam uma densa e continua cobertura na forma tripomastigota que é importante na
interacdo entre parasito e hospedeiro (Frasch, 2000; Pereira-Chioccola et al., 2000; Campo et al.,
2006). As TcMUC sao proteinas altamente glicosiladas (proteinas O-glicosiladas) em residuos de
serina e treonina (Freitas-Junior et al., 1998; Frasch, 2000; Acosta-Serrano et al., 2001; Buscaglia
et al., 2000).

A familia das mucina, assim como outras familias de proteinas de superficie, apresenta
muitos membros, que constituem uma familia heterogénea codificada por genes dispersos pelo
genoma do parasito (Freitas-Junior ef al., 1998; Frasch, 2000; El-Sayed et al., 2005a). Foram
identificados no projeto genoma de 7. cruzi 863 copias de TcMUC, incluindo 201 pseudogenes
(El-Sayed et al., 2005a). A grande maioria dos genes TcMUC estdo localizados em regides
internas dos cromossomos.

A familia das mucina pode ser dividida em dois grupos bem distintos (Buscaglia et al.,
20006). Estes grupos se diferenciam por serem constituidos por genes que (i) apresentam
diferencas de expressdo durante o ciclo de vida do parasita e (ii) que codificam proteinas que
apresentam diferengas entre as suas sequéncias. O grupo de mucinas expressas pelo parasita
durante as fases presentes no hospedeiro vertebrado (tripomastigota e amastigota) codificam
proteinas que possuem de 80 até 200 kDa e sdo chamadas de TcMUC. O segundo grupo de
mucinas expressas pelo parasita durante as fases presentes no hospedeiro invertebrado
(tripomastigota metaciclica e epimastigota) apresenta menor variacdo do peso molecular; estas
protefnas apresentam de 35 a 50 kDa e sdo denominadas TcSMUG. As TcMUC expressas,
durante a fase do hospedeiro vertebrado sdo maiores e mais glicosiladas do que mucinas
expressas durante a fase do hospedeiro invertebrado.

A estrutura de carboidrato do tipo glicana € ligada nos residuos de Ser/Thr das TcMUC
através de N-acetil-glicosamina (GIcNAc) diferentemente das mucinas de mamiferos que se
utilizam de N-acetil-galactosamina (GalNAc) (Pereira-Chioccola et al., 2000; Acosta-Serrano et

al.,2001).
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Sitios para adicdo de GlcNAc estdo localizados em regides de grande variabilidade das
TcMUC, devido a expansOes ou encurtamento dos motivos repetitivos ricos em treonina/serina
(Acosta-Serrano et al., 2001).

Esses oligossacarideos sdo altamente imunogénicos para humanos e representam a
principal alvo para anticorpo litico anti-a-Gal em pacientes na fase aguda e cronica da doenga de
Chagas (Acosta-Serrano et al., 2001). Demonstrou-se que anticorpo litico anti-a-Gal produz
grandes danos, desestabilizando a membrana e provocando a lise dos parasitas em poucos
minutos. Por outro lado, a presenga do 4cido sidlico nas TcMUC confere ao parasita resisténcia
contra o anticorpo litico anti-a-Gal (Pereira-Chioccola et al., 2000).

O 4cido sidlico presente nas TcMUC cria uma carga negativa na membrana externa do
parasita (Acosta-Serrano et al., 2001) e consequentemente altera as interacOes parasita-
hospedeiro. As proteinas TcMUC ligadas ao 4cido sidlico promovem reconhecimento, invasao
celular e protecdo da forma tripomastigota, presente na corrente sanguinea (Acosta-Serrano et al.,
2001; Buscaglia et al., 2006). Também foi demonstrado que TcMUC sdo capazes de ativar a
resposta de Ca®" nas células hospedeiras, evento associado com estdgios iniciais da invasdo
celular de células ndo fagociticas (Acosta-Serrano et al., 2001).

O grupo TcMUC, expressas pelo parasita presente no hospedeiro vertebrado, possui trés
subgrupos, TcMUC I a III (Buscaglia et al., 2006). A subdivisdo ocorre com base na presenca de
determinados motivos e similaridade desses motivos. As TcMUC possuem uma regido central
altamente varidvel em tamanho e sequéncia. Essa regido central contém ndmero varidvel de
repeticdes ricas em treonina que possuem sitios de ligacdo GIcNAc; sendo que estas repeticoes
podem ou ndo ser organizadas em série (fandem). As repeticoes sao restritas a TcMUC I e 1l e
sdo encontradas na regido varidvel. A repeticdo T s KP(12) € encontrada em TcMUC I que
podem ocorrer de duas a 10 vezes. Ja TsKAP/TsQAP ocorre de uma a duas vezes em TcMUC 11
Além destes motivos ricos em treonina caracteristicos de cada um dos grupos TcMUC 1 e
TCMUC 1I, existe uma regido altamente varidvel proximo a extremidade N-terminal que
diferencia os dois grupos de TcMUC. No grupo TcMUC I esta regido € curta, enquanto TcMUC
II € longa (Buscaglia et al., 2006).

12
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Ao analisar os grupos TcMUC I e TcMUC 11, observa-se que as diferencas entre os seus
membros apresentam uma varia¢do continua, onde alguns membros apresentam caracteristicas
intermedidrias entre os dois grupos (Buscaglia et al., 2006).

Ainda existe o grupo TcMUC III, também conhecido como pequeno antigeno de
superficie de tripomastigota, TSSA. Esse grupo apresenta proteinas com peso molecular de 20
kDa e sua regido central € rica em residuos de treonina, serina e prolina, mas diferentemente dos
outros grupos TcMUC, estes residuos ndo sdo organizados em repeticdes (Acosta-Serrano et al.,
2001; Buscaglia et al., 2006).

Nao existem membros TcMUC homoélogos em 7. brucei, mas existem oito genes em L.
major que apresentam estrutura similar com TcMUC 1. Estes genes de L. major possuem
repeticoes T7KP, (Freitas-Junior et al., 1998).

Outro grupo de mucinas, TcSMUG, é expresso na forma epimastigota, onde ha detec¢ao
de uma camada de glicoproteina menos densa e menos espessa devido as TcSMUG serem
menores que TcMUC (Pereira-Chioccola et al., 2000).

O grupo TcSMUG é composto por um conjunto de 19 genes e estes se apresentam menos
polimérficos que TcMUC (Freitas-Junior et al., 1998; Frasch, 2000; Acosta-Serrano et al., 2001;
Turner et al., 2002; El-Sayed et al., 2005a; Buscaglia et al., 2000).

Acredita-se que as TcSMUG podem proteger os parasitas contra enzimas proteoliticas
presentes no intestino do inseto e baixo pH (Acosta-Serrano et al., 2001). Esta acdo € evidenciada
pelas TcSMUG de tripomastigotas metaciclicas serem resistentes a protedlise (Acosta-Serrano et
al.,2001), e resistentes a compostos oxidantes produzidos pelo hospedeiro invertebrado.

TcSMUG pode ser dividido em dois grupos baseado no tamanho do transcrito e tipos de
repeticoes na regido varidvel. TcSMUGL (TcSMUG large) possui longo mRNA e repeti¢des do
tipo KNT;ST3S(S/K)AP, enquanto que TcSMUG-S (TcSMUG-small) possui transcritos menores
e repeticoes do tipo DQT;7-2,0NAPAKDT57NAPK.

1.3.3. Mucin-associated surface protein (MASP)

MASP € a segunda maior familia de proteinas de 7. cruzi foi identificada durante o

desenvolvimento do projeto genoma. Os membros dessa familia sdo frequentemente encontrados
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proximos a genes da familia TcMUC e por esta razdo a familia recebeu o nome de “mucin-
associated surface proteins” (MASPs) (Atwood et al., 2005; El-Sayed et al., 2005a; Bartholomeu
et al., 2009). As caracteristicas marcantes dessa familia de proteinas sdo: (i) extremidades N- e C-
terminal altamente conservadas que codificam o peptideo sinal e sinais de ancoragem da proteina
através de GPI a membrana plasmadtica, respectivamente, sugerindo que a proteina seja
direcionada para a membrana plasmatica do parasita (Atwood, Weatherly et al., 2005; El-Sayed
et al., 2005a; Bartholomeu et al., 2009) e (ii) regido interna altamente varidvel e repetitiva. A
familia MASP apresenta 1377 cdpias no genoma de 7. cruzi, incluindo 443 pseudogenes (EI-
Sayed et al., 2005a; Bartholomeu et al., 2009). Os genes MASP ainda podem ser subdivididos
em dois grupos, sendo eles: (i) dos genes intactos (771 cOpias), que possuem as suas
extremidades N- e C-terminal conservadas; e (ii) dos genes chamados quimeras (39 cépias), que
ndo possuem conservacdo na sequéncia de uma das suas extremidades N- ou C-terminal
(Bartholomeu et al., 2009).

A regido 3’UTR € também muito conservada em toda sua extensdo (Bartholomeu et al.,
2009). As extremidades N- e C-terminais conservadas de MASP apresentam similaridade com as
extremidades N- e C-terminal de mucinas (TcMUC). As sequéncias consenso N- e C-terminal
nas duas familia apresentam 57% e 38% de identidade, respectivamente (Bartholomeu et al.,
2009).

Essa identidade entre as regides N- e C-terminal das duas familias (TcMUC e MASP) e a
presenca de um motivo degenerado Pfam (PF01456) caracteristico das mucinas de diversos
organismos e em alguns membros de MASP sugerem que possivelmente a familia MASP evoluiu
da TcMUC, seguido de diferenciagdo e um processo intenso de duplicagdo gé€nica e nova
diferenciag@o (Bartholomeu et al., 2009).

A regido central das proteinas da familia MASP é muito varidvel e essa variabilidade é
devido a trés aspectos: (1) tamanho das proteinas, que podem variar de 176 a 645 aminodcidos (ii)
varia¢do das sequéncias protéicas e (iii) repertorio de motivos repetitivos.

Andlises de expressao génica de RNA e proteinas mostraram que os genes MASPs sdo
expressos preferencialmente na forma tripomastigota do parasito (Atwood et al., 2005; El-Sayed

et al., 2005a; Bartholomeu et al., 2009). Esses resultados de expressio de MASP na forma
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tripomastigota associados ao seu extenso polimorfismo sugerem o envolvimento desta familia na
interacdo entre o parasita e hospedeiro vertebrado.

T. brucei e Plasmodium falciparum apresentam um mecanismo sofisticado de
apresentacdo de proteinas que permite a evasdo do sistema imune através da expressao
coordenada e exclusiva dos membros das familias VSGs de 7. brucei (Berriman et al., 2005) e as
VARs de Plasmodium falciparum (Gardner et al., 2002). Esse sistema usa um repertdrio grande
de genes com grande diversidade para evitar o reconhecimento pelo sistema imune e permanecer
no hospedeiro vertebrado. Além dos genes completos, o sistema usa de recombinagcdo com genes
e pseudogenes das respectivas familias para gerar novas copias. Diferentemente das familias
VSGs e VAR, os genes MASP sdo localizados na regido central dos cromossomos (Bartholomeu
et al., 2009). A localizagdo dos genes MASP na regido interna dos cromossomos estaria em
concordancia com a falta de mecanismos de variacdo antigénica em 7. cruzi; que diferentemente
dos genes envolvidos em variacdo antigénica em 7. brucei e P. falciparum estdo localizados em
regides subteloméricas. Os genes MASP sdo encontrados em regides que ndo apresentam
sintenia, comparando os genomas de 7. cruzi, T. brucei e L. major. Nessa regido central dos
cromossomos de 7. cruzi também sdo encontrados outros genes codificadores de proteina de
superficie como TcS, GP63, SAP e DGF-1 e retroelementos como L1Tc, NARTc, DIRE VIPER
e SIRE (El-Sayed et al., 2005a; Bartholomeu et al., 2009).

Além da localizacdo preferencial na regido interna dos cromossomos, os genes MASP
também apresentam localizacdo preferencial em cromossomos grandes (3,5 a 2,0 Mb), o que
também ocorre com os genes da familia TcMUC e SAP. Verificou-se ainda que os genes de
MASP estao frequentemente entre genes de TcMUC II e TcS. Possivelmente esta organizacao
génica pode ser uma estratégia para evitar a homogeneizacdo da familia; o que poderia acontecer
através da recombinagdo genética entre genes proximos, diluindo desta forma a diversidade
genética (Bartholomeu et al., 2009).

Os genes quimeras, encontrados na familia MASP, possuem sequéncias que sao
compartilhadas com outros genes como TcMUC, SAP e TcS. Algumas dessas quimeras foram
encontradas em bibliotecas de cDNA (El-Sayed et al., 2005a; Bartholomeu et al., 2009), o que

demonstra que esses genes estdo sendo expressos e que provavelmente processos de
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recombinacdo ndo homoéloga pode contribuir para a geragdo de diversidade dentro da familia
MASP.

Andlises protedmicas mostraram que pelo menos alguns membros da familia MASP sao
N-glicosilados (Atwood et al., 2005). Andlises in silico identificaram vdrios sitios potenciais de
O-glicosilacd@o e outros sitios potenciais de N-glicosilacdo, sendo que os sitios de N-glicosilagao
foram encontrados em quase todas as proteinas MASP (El-Sayed et al., 2005a; Bartholomeu et
al., 2009). Acredita-se que as MASP podem sofrer outras modificacdes pds-traducionais, como

evidenciado por seus potenciais sitios de fosforilacao (Bartholomeu et al., 2009).

1.3.4. Metaloprotease GP63

As proteinas de superficie do tipo metaloproteases, dentre elas a GP63, foram
identificadas primeiramente em Leishmania (Bouvier et al., 1985; Etges et al., 1986; Cuevas et
al., 2003; Yao et al., 2003). A familia GP63 corresponde a 1% das proteinas produzidas na fase
promastigota em Leishmania major € Leishmania mexicana (Bouvier et al., 1985; Etges et al.,
1986).

As protefnas GP63 em 7. cruzi formam uma familia multigénica de 425 membros
incluindo 251 pseudogenes (Cuevas et al., 2003; Yao et al., 2003; El-Sayed et al., 2005a). Em T.
cruzi esta familia apresenta um nimero muito maior de membros quando comparado aos outros
tripanosomatideos. Esses genes estdo geralmente dispersos no genoma, embora existam
repeticoes em série (El-Sayed et al., 2005a). Esta familia possui alguns de seus membros com
atividade de metaloprotease dependente de Zn**.

Os genes de GP63 sao diferencialmente expressos durante as fases de desenvolvimento de
T. cruzi assim como em Leishmania spp (Grandgenett et al., 2000; Cuevas, Cazzulo et al., 2003;
Kulkarni, Olson et al., 2009). Estudos recentes em 7. cruzi (Yao et al., 2003; Kulkarni et al.,
2009) identificaram as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota expressando isoformas
de 61 kDa enquanto tripomastigota metaciclica expressando isoforma com 55 kDa, ambas na
cepa Y. Além da diferenca no peso molecular das GP63 identificadas por Kulkarni (2009) na
cepa Y também foram descritas diferencas quanto a sua glicosilagdo e localizagdo celular, tendo

sido encontrada GP63 de 61 kDa glicosilada na superficie do parasita e flagelo, enquanto GP63
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de 51 kDa niao glicosilada foi localizada no citoplasma. A familia GP63 apresenta alguns de seus
membros ancorados & membrana plasmdtica do parasita, através de ancora de GPI (Cuevas et al.,
2003) enquanto outros membros sdo localizados na superficie celular através de dominios
transmembrana (Kulkarni er al., 2009).

Acredita-se que o papel principal da atividade proteolitica de GP63 seja relacionada a
clivagem das macromoléculas do hospedeiro, o que conferiria protecdo e/ou forneceria nutrientes
ao parasita. Foi demonstrado também que GP63 estd envolvida na infeccdo das células do
hospedeiro e que anticorpos contra GP63 bloqueiam parcialmente a invasdo de células por
tripomastigotas, demonstrando que GP63 tem um importante papel durante a adesdo e/ou a
invasdo das células do hospedeiro por 7. cruzi (Cuevas et al., 2003; Yao et al., 2003; Kulkarni et
al., 2009).

Os membros da familia GP63 de T. cruzi sao separados em trés grupos: GP63-1, Gp63-1l e
GP63-III (este ultimo formado por pseudogenes) (Cuevas et al., 2003). Os membros GP63-I
apresentam 543 aminodcidos, peptideo sinal, regido C-terminal hidrofébica e sinal para
ancoragem por GPI. Os membros do grupo GP63-II apresentam 566 aminoicidos e peptideo
sinal. O grupo GP63-1I é o que apresenta mais membros, no entanto estes apresentam um nivel
menor de expressio de mRNA. As proteinas da familia GP63-II apresentam dois a trés sitios
potenciais de N-glicosilacdo, suas regides C-terminal ndo apresentam aminoécidos hidrofébicos e
tampouco sitio de ancoragem por GPI (Cuevas et al., 2003).

As sequéncias protéicas de GP63 de T. cruzi sdo conservadas, apresentando identidade de
42% entre os membros do grupo GP63-1 e os do grupo II (Cuevas et al., 2003). Todos os
membros de GP63 apresentam o motivo metaloprotease HExxH (Grandgenett, et al., 2000) (x
representa qualquer aminodcido). Neste os residuos de histidina e glutamina sdo totalmente
conservados e X representa qualquer aminodcido. Apresentam também vdrios residuos de
cisteina ao longo da sequéncia totalmente conservados (Grandgenet et al., 2000; Cuevas et al.,
2003). A maior diferenca entre os genes dos grupos de GP63-1 estd nas suas regides 3’ UTRs, que
apresentam alta diversidade apresentando diferenca de 175 bases entre GP63-Ia e GP63-Ib.
Transcritos e proteinas de GP63-I foram detectados em todas as fases de infeccdo de 7. cruzi,
mas com maior abundancia em epimastigota e amastigota, além disso o nivel de mRNA

apresentou diferenca entre as linhagens do parasito. Baixos niveis de expressdao dos transcritos do
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grupo GP63-1I foram detectados em todas as fases do desenvolvimento, com discreto aumento na
fase amastigota (Cuevas et al., 2003).

Os ortélogos de GP63 em T. cruzi e outros tripanosomatideos 7. brucei, Leishmania
guyanensis, Crithidia fasciculata apresentam de 30 a 38% de identidade comparando GP63-1a e
26 a 31% de identidade comparando GP63-II. Nestas sequéncias hd conservagdo do sitio
catalitico HExxH e de 18 cisteinas, indicando a preservacdo da estrutura da proteina (Cuevas et
al., 2003). Comparando GP63 entre 7. cruzi e T. rangeli foram encontrados indices muito
maiores de identidade, variando de 38 a 65% (Ferreira et al., 2010). As diferencas entre GP63
dessas diferentes espécies (7. cruzi, T. brucei, T. rangeli, L. guyanensis e Crithidia fasciculata)

se concentraram nas extremidades N- e C-terminal das proteinas.

1.3.5. Proteinas ricas em Serina-, Alanina-, e Prolina- (SAP)

A familia SAP foi identificada através de andlise de sequéncias gendmicas e cDNA de
formas tripomastigotas metaciclicas (Carmo et al., 2001). Algumas de suas cOpias sdo expressas
nas formas amastigota e epimastigota (Baida er al., 2006). As proteinas dessa familia apresentam
suas sequéncias enriquecidas com os aminodcidos serina (13.61%), alanina (13.02%), prolina
(11.24%), glicina (9.47%) e leucina (8.28%) e por este motivo receberam a denominacdo de
proteinas ricas em Serina-, Alanina-, e Prolina-, (SAP) (Carmo et al., 2001; Baida, Santos et al.,
2006). As proteinas da familia SAP localizam-se na superficie do parasito e apresentam
capacidade adesiva e de invasdo a células de mamiferos pela forma tripomastigota metaciclica
(Baida et al., 2006).

Os aminodcidos serina, alanina e prolina sdo encontrados em diversos tipos de repeticdes
(AAS, AAP, AAS, APS, SAA, SSA, SPP, PAP, AAPP, SAPA, SAAP, SSPA, SSAP, SAAA,
APPPP, SAAAS, PPSPP, SSPPA, AAAPP, PSAAAS, PPPPPPA, SASAASPA, SASAASAA,
APPPPPPA, ¢ SASAASSPA) (Carmo et al., 2001; Baida, Santos et al., 2006). A familia SAP
apresenta estas repeti¢des, além de um dominio central de 55 aminodcidos, presente em todos os
membros da familia. A presenca destas repetigdes mais o dominio central servem como

assinatura dos membros da familia (Baida et al., 2006).
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O peso molecular predito das proteinas da familia SAP é de aproximadamente 37 kDa
(Carmo et al., 2001). Diferencas entre o peso molecular predito e peso molecular da proteina
nativa foram detectadas, sugerindo a ocorréncia de modificacdes pds-traducionais como sugerido
pela presenca de dois a cinco potenciais sitios de N-glicosilacdo, 17 a 41 potenciais sitios de O-
glicosilagdo e 27 a 36 potencias sitios de fosforilagdo, presentes nas sequéncias destas proteinas
(Carmo et al., 2001; Baida et al., 2006).

A familia SAP € classificada em quatro grupos (SAP 1-4) usando caracteristicas das suas
regides N- e C-terminal (Baida et al., 2006). O grupo SAP 1 possui 31 membros com peso
molecular predito de aproximadamente 38 kDa, apresentando extremidades N- e C-terminal
conservadas, com peptideo sinal e ancora de GPI nas extremidades N- e C-terminal,
respectivamente. O grupo SAP 2 apresenta dois membros, € sdo menores em relacdo aos
membros do grupo SAP 1, com peso molecular de aproximadamente 32 kDa, mas diferentemente
do que ocorre no grupo SAP 1 ndo apresentam ancora GPIL. O grupo SAP 3 € formado por cinco
membros, com peso molecular predito de aproximadamente 44 kDa, estas apresentam ancora de
GPI mas ndo apresentam peptideo sinal. O grupo SAP 4 apresenta somente um membro, com
peso molecular predito de 67 kDa, ndo apresenta peptideo sinal ou sitio de adi¢do de ancora GPI
e sua extremidade N-terminal é divergente em relacdo a mesma regido dos outros grupos. Isto
ocorre por esta proteina ser descrita como uma quimera, contendo dominio da proteina gag (do
retroelemento L1Tc) (Baida et al., 2006).

A familia SAP é formada por 39 genes completos, seis pseudogenes e quatro genes
parciais (El-Sayed et al., 2005a; Baida et al., 2006). A familia SAP é considerada espécie-
especifica, como indicado por busca por homdélogos em outras espécies do género Trypanosoma
especificamente usando sondas e iniciadores especificos para a familia SAP (Baida et al., 2006).

Outros organismos da classe Kinetoplastida, ndo pertencentes ao género Trypanosoma,
também apresentam proteinas ricas em serina, alanina e prolina. Nestes organismos estas sdo
encontrados como proteinas glicosiladas associadas a membrana. As proteinas da familia SAP
apresentam 30% de identidade com proteofosfoglicanas associadas a membrana de L. major,
estas apresentam no seu dominio central de repeticoes APSASSSS e APSSSSSS (Carmo et al.,

2001). As proteinas da familia SAP ainda apresentam motivos que sdo parcialmente similares as
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repeticoes de serina, alanina e prolina encontradas nos proteoglicanos ppgl e fPPG de L. major e
ppgl, ppg2 e fPPG de L. mexicana (Carmo et al., 2001).

Tem sido descrito proteinas SAP quiméricas possuindo sequéncias de aproximadamente
180 amino4cidos que apresentam identidade variando de 45 a 65% com genes da familia MASP,
e ainda sequéncias de aproximadamente 80 aminodcidos com identidade variando de 51 a 81%
com proteinas da familia mucina (TcMUC e TcMUC 1I), esta tltima na extremidade N-terminal

da proteina (Baida et al., 2006).

1.3.6. Dispersed gene family-1 (DGF-1)

A familia Dispersed Gene Family-1 (DGF-1) € a quinta maior familia de proteinas de 7.
cruzi e ndo apresenta genes homoélogos em 7. brucei e L. major. Varios membros apresentam
peptideo sinal. Outra caracteristica da familia DGF-1 € a presenca em todos os membros
completos de nove hélices transmembranas muito conservadas na extremidade C-terminal
(Kawashita et al., 2009). Novos trabalhos mostram localizacdo de DGF-1 no meio de cultura
indicando sua secrecao por meio de vesiculas (Lander et al., 2010).

Os genes estdo localizados em regides subteloméricas (El-Sayed et al., 2005a) e regides
internas dos cromossomos proximos a genes MASP e outras familias gé€nicas que também
codificam proteinas de superficie (Bartholomeu et al., 2009). A familia ¢ composta de 565 genes,
desse total, 136 sdo pseudogenes (El-Sayed et al., 2005a).

Ainda ndo se conhece muito sobre o papel das proteinas DGF-1, mas existem indicios de
que ela seja importante na interagdo parasita-hospedeiro. Existem ainda evidéncias de expressdao
das proteinas DGF-1 na superficie de tripomastigotas. As proteinas DGF-1 apresentam motivos
similares com a proteina integrina beta 7 humana (Kawashita et al., 2009). As proteinas
integrinas sdo conhecidas por seu papel na adesdo célula-célula e célula-matriz e também atuam
na transducdo de sinais entre o citoplasma e matriz extracelular. Dessa forma esses motivos
similares a integrinas poderiam se ligar a componentes da matriz extracelular como fibronectina e
laminina (Kawashita er al., 2009).

Andlises filogenéticas, usando cerca de 130 sequéncias, apontaram que a familia poderia

ser dividida em pelo menos trés grupos (A, B e C-E), sendo dois grupos, A e B, com maior
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nimero de representantes (66 e 51 sequéncias, respectivamente) (Kawashita et al., 2009). Os trés
principais grupos dentro da familia DGF-1 ainda podem se divididos em subgrupos (A1, A2, A3,
A4, AS, Bl, B2, C, D e E), mas os grupos Al e B2 apresentaram conflitos em relagdo a posicao
em networks apresentando reticulagdes, mostrando que ndo foi possivel definir com seguranca as
relacdes dos grupos (Kawashita et al., 2009).

Além das varias duplicacdes e mutacdes, as reticulacdes encontradas na rede filogenética
sdo evidéncias de que essa familia passou por eventos de recombinacdes, hibridagcdes e

convergéncia génica envolvendo genes completos e pseudogenes (Kawashita et al., 2009).

1.3.7. RHS

Elementos transponiveis podem se proliferar e aumentar o nimero de copias, contribuindo
para evolucdo e rearranjos do genoma. Retrotransposons sdo elementos que se movem pelo
genoma através de um intermedidrio de RNA, copiando o transcrito de RNA para DNA através
de uma transcriptase reversa (RT), sendo o DNA copiado integrado ao genoma. Os
retrotransposons sdo divididos em dois grupos: retrotransposons com long terminal repeats (LTR
transposons) e retrotransposons sem LTR (non-LTR transposons).

Retroelementos long terminal repeat (LTR) e non-LTR correspondem a 5% do genoma
hapléide de T. cruzi e 2% de T. brucei (El-Sayed et al., 2005a). Ingis e L1Tc sio Non-LTR
transposons presentes em 7. brucei e T. cruzi, respectivamente (Bringaud et al., 2002; Barry et
al., 2006) e ndo estdo dispersos aleatoriamente pelo genoma, mas sim associados a genes RHS
(retrotransposon hot spot protein) que sdo realmente pontos frequentes de insercdo desses
retrotransposons (El-Sayed et al., 2005a; Barry et al., 2006).

A alta frequéncia de retrotransposons inseridos nos genes RHS € resultado de uma
sequéncia consenso € (5-AxxAxGaxxxxxtxXTATGAxxxxxxxxxxx-3") presente nos genes RHS
de T. cruzi e usada pelo retrotranposons L1 Tcpara transposicao (El-Sayed et al., 2005a; Barry et
al., 20006).

Os genes RHS estdo associados a regides subteloméricas e regides internas dos

Cromossomos.
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A familia RHS de 7. cruzi é composta de 752 genes, sendo 557 pseudogenes (El-Sayed et
al., 2005a). As proteinas RHS sdo altamente expressas na forma epimastigota em 7. cruzi (Barry

et al.,2006) e em T. brucei estao localizadas na regido nuclear (Bringaud et al., 2002).

1.4. Evolucao das familias génicas

As familias génicas podem evoluir pela duplicacdo de genes e posterior diferenciacao.
Estudos gendmicos mostram que a linhagem que originou o 7. cruzi passou por um intenso
processo de expansdo das familias gé€nicas de proteinas de superficie, algumas familias
apresentando até milhares de copias no genoma (El-Sayed et al., 2005; Barry et al., 2006). Essa
expansdo das familias de proteinas de superficie em 7. cruzi aconteceu tanto para proteinas
compartilhadas com outros organismos como para proteinas espécie especifica (El-Sayed et al.,
2005a; Bartholomeu et al., 2009; Kawashita et al., 2009).

Os genes de uma familia podem se diferenciar através de varios processos como mutacao
e recombinacdo. As mutacdes ocorrem durante a replicacdo, levando a mudangas na sequéncia de
DNA. As alteracOes na sequéncia codificadora de um gene podem ndo afetar a sequéncia de
proteinas (substituicOes sindnimas) devido a redundancia do codigo genético. Outras
substituicdes de bases na sequéncia do DNA podem levar a alteragdes nas sequéncias protéicas
(substituicdes ndo sindnimas).

Mutacgdes podem levar a formacdo de pseudogenes gerando cédons de parada de traducao
prematuros, alteracdo da fase de leitura devido a insercdes ou dele¢des de bases (indel). As
grandes familias gé€nicas em protozodrios como 7. cruzi € T. brucei apresentam centenas de
pseudogenes (Berriman et al., 2005; El-Sayed et al., 2005a; Bartholomeu et al., 2009; Kawashita
et al., 2009), provavelmente formados por esses erros da replicacdo e/ou recombinacdes entre 0s
membros da familia.

O processo evolutivo das familias génicas ainda pode passar por recombinagdes, que
permite a troca de fragmentos entre genes. Esse processo foi evidenciado em 7. cruzi para genes
da familia DGF-1 onde foi produzida uma rede filogenética onde mostra que determinadas
caracteristicas sdo compartilhadas por genes filogeneticamente separados (reticulagdo)

(Kawashita et al., 2009). Esse compartilhamento de caracteristicas pode ser explicado por
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recombinacdo ou por convergéncia génica. A intensidade de reticulagcdes encontradas diminui a
possibilidade de convergéncia evolutiva e sendo explicada através de eventos de recombinagao.

Essas recombinagdes podem acontecer mais frequentemente entre genes que pertencem a
mesma familia por apresentarem sequéncias similares. Mutacdo e recombinacdo ja foram
descritos para protozodrios parasitas como eventos chaves na répida geracdo de variabilidade em
familias gé€nicas de proteinas de superficie. T. brucei apresenta a sua superficie VSGs responsavel
pela variacdo antigénica e permanéncia da infeccdo. Essa familia é formada por centenas de
genes. A andlise de 806 genes de VSGs revelou que somente 57 (7%) genes sdao completamente
funcionais enquanto que 66% sdo pseudogenes (Berriman et al., 2005). O restante codifica
proteinas funcionais atipicas (9%), talvez apresentando enovelamento anormal ou modificacdes
pOs-traducionais, ou genes incompletos (18%). T. brucei expressa uma unica VGS por vez e
possui mecanismos de recombinacdo entre genes da familia VSG que permitem a troca de uma
regido codificadora completa ou partes menores no sitio de expressdo, modificando assim as
proteinas apresentadas na superficie (Palmer e Brayton, 2007).

Recombina¢des bem menos frequentes entre genes com sequéncias diferentes podem
acontecer levando a troca de motivos entre essas sequéncias acelerando o processo de
diferenciac@o génica. Esse tipo de alteracdo aconteceu entre membros de diferentes familias que
codificam proteinas de superficie em 7. cruzi, originando sequéncias quiméricas, contendo
fragmentos de diferentes familias gé€nicas. Isso pode ser observado na familia MASP em que
alguns genes apresentam fragmentos compartilhados com genes das familias TcMUC, TcS e
SAP. Algumas dessas quimeras foram detectados em andlises de uma biblioteca de cDNA

mostrando que essas cOpias sdo transcritas (Bartholomeu et al., 2009).

1.5. Medidas de distancia e diversidade

Na auséncia de recombinac¢do, a distancia evolutiva separando duas sequéncias pode ser
definida como o nimero de substitui¢cdes (alteracdes entre as sequéncias) por sitio ao longo da
histdria evolutiva apds a divergéncia das duas sequéncias (Nei, 1996; Brocchieri, 2001).

Estimativas de diversidade e distancia molecular, seja usando sequéncias nucleotidicas ou

protéicas, sdo importantes para contribuir no entendimento dos processos evolutivos a que foram
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submetidas as sequéncias estudadas (Halpern e Bruno, 1998). Essas distancias podem ser usadas
para inferir arvores filogenéticas, diversidade e divergéncia entre sequéncias (Tamura e Kumar,
2002). Andlises de distancia também sdao importantes para entender padrdes evolutivos em
familias multigénicas e evolucdo adaptativa encontradas usando dados moleculares (Nei, 1996).

Distancias sdo métricas que sumarizam as diferencas em uma média geral de
diferenciacdo entre as sequéncias (Kalinowski, 2002). Normalmente uma matriz de distancia
entre as sequéncias € estimada e pode ser usada para produzir graficos que permitem a
visualizacdo das relagdes entre as sequéncias e grupos, podendo ser representado por drvores
(Nei, 1996), andlise de componentes principal e escala multidimensional (MDS) (Kalinowski,
2002).

A estimativa da diversidade e distincia depende do nimero de substituiches que
ocorreram entre as sequéncias analisadas, essas medidas de diversidade seriam corretamente
mensuradas conhecendo todas as substituicdes que aconteceram ao longo da evolucdo das
sequéncias. Entretanto, o nimero de substituicdes entre as sequéncias ndo € conhecido levando ao
desenvolvimento de diferentes métodos para estimar o nimero de substituicdes. Esses métodos
foram propostos tanto para estudar sequéncias de DNA (Tajima, 1993; Nei, 1996; Kalinowski,
2002) quanto sequéncias de proteinas (Brocchieri, 2001), levando em consideragdo as
caracteristicas de cada tipo de sequéncias.

Os métodos de distancia-p e Jukes-Cantor (Jukes e Cantor, 1969) apresentam melhores
estimativas de distancia em relacdo a métodos mais sofisticados quando a taxa de substituicdo é
quase constante em todas as linhagens evolutivas analisadas. Nesses casos, o uso do método
distancia-p € mais adequado comparado com os métodos mais sofisticados.

Entretanto quando as taxas de substituicdo variam muito entre as linhagens evolutivas, se
faz necessario o uso de métodos mais sofisticados (Nei, 1996).

O método Kimura (Kimura, 1980) € util para correcdo de mutagdes reversas porque o
modelo assume que a taxa de transicdo € diferente da taxa de transversdo, apresentando melhores
estimativas do nimero de substitui¢des por sitio do que a simples proporcdo de diferencas entre
as sequéncias (distancia-p) (Nei, 1996). Entretanto essa estimativa normalmente apresenta uma
variacdo maior em relagdo ao método ndo corrigido de distancia-p ou um método simples de

distancia Jukes-Cantor (Nei, 1996).
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Virios métodos para estimar o nimero de substituicdes por sitio ndo podem ser aplicados
quando a distancia entre as sequéncias se torna muito grande porque esses métodos normalmente
envolvem termos logaritmicos na férmula matemética e os argumentos do logaritmo se tornam
negativos (Tajima e Nei, 1984; Nei, 1996).

Medidas de diversidade e drvores filogenéticas normalmente sdo construidas com
distancias par-a-par cujos valores sdo pequenos podendo nesses casos usar os métodos como
distancia-p, Kimura. Entretanto, se as distancias se tornarem muito grandes ou houver evidéncias
de que as taxas de substituigdes variam muito entre as linhagens evolutivas, os métodos mais
sofisticados devem ser usados (Nei, 1996).

O método distancia-p pode ser usado tanto para sequéncias de DNA quanto proteinas.
Além dos métodos distincia-p, outros foram desenvolvidos para se medir distincias entre
sequéncias protéicas (Zuckerkandl e Pauling, 1965; Gonnet et al., 1992; Jones et al., 1992;
Dayhoff et al., 1978). Alguns levam em considera¢do que a taxa de substituicdo entre todos os
sitios e aminodcidos € igual (Zuckerkandl e Pauling, 1965). Outros métodos usam de matrizes de
substituicdo para pontuar as substitui¢des e determinar as distancias entre as sequéncias (Gonnet

et al., 1992; Jones et al., 1992; Dayhoff et al., 1978).

1.6. Agrupamento (clusterizacao - clustering)

O agrupamento (clustering) é uma técnica para andlise e divisdo de conjunto de dados em
grupos similares. Os grupos ou conjuntos de dados similares sdo conhecidos como grupos
(clusters). Andlises de classificacdo permitem a identificacdo dos grupos e dos elementos que
pertencem a cada um dos grupos automaticamente.

O agrupamento para segmentacdo de dados de acordo com categorias € geralmente usado
para entender e fornecer um panorama geral, especialmente quando a quantidade de dados
trabalhada € muito grande (Varshavsky et al., 2008). O agrupamento de dados pode ser usado em
uma grande variedade de aplicacdes. A grande quantidade de dados produzidos em biologia
gendmica, transcriptomica, protedmica e outras dreas necessitam de algoritmos eficientes de

classificacdo (D'haeseleer, 2005; Varshavsky et al., 2008).
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As classificacdes podem ser divididas como hierdrquica ou particional (Varshavsky et al.,
2008). Algoritmos de classificacdo hierdrquica dividem os dados em grupos hierdrquicos

aninhados. Os algoritmos particionais separam os dados em grupos ndao aninhados.

1.6.1. Hierarquico

Os métodos hierdarquicos t€ém duas abordagens para reconhecer grupos, repetindo ciclos de
fusdo de grupos menores formando grupos maiores ou dividindo grupos maiores em grupos
menores, esses métodos sdo chamados aglomerativo e divisivo, respectivamente (Varshavsky et
al., 2008). A abordagem aglomerativa (“de baixo para cima”, bottom-up) comeca com cada
elemento representando um cluster e os clusters vao se fundir até determinado critério seja
alcancado (Jain et al., 1999). A abordagem divisiva (“de cima para baixo”, fop-down) inicia com
todos os elementos pertencendo ao mesmo cluster (tnico cluster) e divisOes sdo realizadas até
determinado critério seja alcancado (Jain et al., 1999). As distancias entre os elementos e clusters
comumente usadas sdo distincia euclidiana e distincia Manhattan (D'haeseleer, 2005; Jain et al.,
1999).

Os resultados de clusterizagdo hierdarquica podem ser representados por dendrogramas
representando o agrupamento aninhado de padrOes e niveis de similaridade ao longo do
dendrograma (Varshavsky et al., 2008; Jain et al., 1999). O dendrograma pode ser dividido em
um determinado nivel de similaridade, resultando em um determinado niimero de clusters para o
conjunto de dados (Varshavsky er al., 2008; Jain et al., 1999). A divisdo do niimero de clusters

pode variar ao longo do dendrograma.

1.6.2. Particional

Algoritmos de classifica¢do particional (ndo hierdrquico) geram vdrias parti¢cdes e depois
avalia o resultado de acordo com algum critério. O resultado do uso desse tipo de algoritmo é
apenas um conjunto de clusters. Algoritmos particionais necessitam receber antes o nimero de

grupos desejado, chamado de k (D'haeseleer, 2005). O algoritmo kmeans (também chamado de
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K-médias) (MacQueen 1967) € um dos mais usados. Dado o ndmero k, o algoritmo objetiva
dividir n elementos do conjunto de dados entre os k grupos. O algoritmo analisa os dados e cria
classificacoes, criando classes (cluster) e diz quais elementos pertencem a estas classes (Jain et
al., 1999).

O método inicia com um conjunto k fornecido pelo usudrio escolhido como centréides
iniciais, ou médias, dos agrupamentos. Portanto a decisdo inicial de quantos clusters existe dentro
do conjunto de dados é um ponto muito importante para obter resultados de qualidade.
Geralmente escolhem-se os k primeiros elementos da tabela de dados como centrdides iniciais.
Cada centréide inicial € um agrupamento com apenas um unico elemento. Em um segundo passo
¢ calculado a distancia entre os elementos (n) e cada centréide (k), depois os elementos sio
atribuidos como membro do centréide mais préximo, o centréide que estd mais perto deste
elemento vai incorpord-lo. Em um terceiro passo os centrdides sdo atualizados, calculando-se a
média de todos os elementos que foram atribuidos ao agrupamento correspondente. O segundo e
terceiro passos sdo repetidos até que os centréides ndo sofram mais alteragdo (Jain et al., 1999;
D'haeseleer, 2005).

O resultado serd uma classificacdo que coloca cada elemento em apenas um grupo (k).
Existem outros algoritmos que classificam o quanto cada elemento pertence a cada um dos k
grupos. Dessa forma existem valores para cada elemento que indica o quanto ele pertence a cada
um dos grupos (k). Desta maneira teremos dois tipos de classificacdo, chamadas de hard e fuzzy.
A classificacdo que atribui cada elemento em apenas um grupo faz uma classifica¢io hard (hard
clustering) uma vez que cada ponto s6 pode ser classificado em uma classe (Jain et al., 1999).
Outros algoritmos trabalham com o conceito de classificagdo fuzzy onde existe uma métrica que

diz o qudo ‘dentro’ de cada classe o ponto estd (Jain et al., 1999).
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2. Justificativa

Andlises comparativas dos genomas dos Tri-Tryps (os tripanosomatideos Trypanosoma
cruzi, Leishmania major e Trypanosoma brucei) revelam que a grande maioria das proteinas
espécie-especificas corresponde aquelas localizadas na superficie dos parasitos (El-Sayed et al.,
2005b). Comparado a 7. brucei e L. major, T. cruzi apresenta uma excepcional proporcdo de
genes codificadores de proteinas de superficie (~20%). A maioria das grandes familias de
proteinas de superficie de 7. cruzi apresenta extrema diversidade de sequéncia como as MASPs,
Trans-sialidases ¢ Mucinas (El-Sayed et al., 2005a; Bartholomeu ez al., 2009). E provivel que a
forte pressdo seletiva para diversificagdo destas familias possa ser imposta pelo sistema imune do
hospedeiro ou ser consequéncia de uma outra estratégia essencial de sobrevivéncia do parasito.
Sabe-se que o parasito co-expressa, em um determinado momento, vérias familias e diversos
membros de uma mesma familia polimérfica. Especula-se que a exposi¢do simultinea de uma
grande quantidade de epitopos seja uma estratégia do parasito de induzir o sistema imune a uma
série de respostas espurias e ineficientes (Pitcovsky et al., 2002). A diversidade de proteinas de
superficie de 7. cruzi pode também estar relacionada a habilidade do parasito de infectar e se
replicar em uma variedade de tipos celulares, sendo esta uma estratégia essencial para sua
sobrevivéncia. Especula-se que o polimorfismo das proteinas de superficie de 7. cruzi seja um
importante fator que pode contribuir para este fendmeno (Macedo et al., 2004; Burleigh e
Woolsey, 2002).

Um dos mecanismos de geracdo de variabilidade em familias génicas envolve eventos de
duplicacdo seguido de divergéncia. Uma mutacdo que altera drasticamente a sequéncia de uma
proteina é uma inser¢do ou delecdo (indel) de nucleotideos que ndo seja multipla de trés residuos
gerando uma mudancga de fase de leitura do gene e modificando completamente a sequéncia de
aminoédcidos. Na maioria das vezes, indels geram proteinas truncadas pelo aparecimento de
cOdons de parada prematuros na sequéncia nucleotidica.

Outra forma de diversificacdo das familias € a troca de segmentos génicos através da
recombinacdo. A recombinacdo pode provocar a duplicagdo de parte do gene ou a troca de

segmentos dentro e entre genes de diferentes familias. Essa troca de segmentos em genes de
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familias de proteinas de superficie aumenta drasticamente sua diversidade, podendo gerar genes
com novas fungdes e podendo também evitar o reconhecimento do parasito pelo sistema imune
do hospedeiro. Os mecanismos que geram variacdo gé€nica em Anaplasma marginale, Borrelia
hermsii e Trypanosoma brucei incluem a recombinacdo de segmentos de diferentes copias
génicas, gerando variabilidade e permitindo ao parasita evadir do sistema imune e permanecer
mais tempo no hospedeiro (Futse et al., 2005; Palmer e Brayton, 2007).

A disponibilidade dos dados do genoma do 7. cruzi permite uma melhor compreensiao do
real repertério das proteinas de superficie do parasito. Uma quantificagdo mais acurada da
diversidade destas proteinas bem como a investigacdo dos mecanismos geradores desta
variabilidade poderd contribuir para um melhor entendimento das estratégias de sobrevivéncia

deste parasito.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho € estudar a diversidade das grandes familias génicas de 7.
cruzi e os mecanismos geradores de variabilidade nas mesmas usando ferramentas de

bioinformadtica para uma melhor compreensao da funcdo e evolugdo das proteinas deste parasito.

3.2. Objetivos especificos

I. Analisar a diversidade da familia trans-sialidase/trans-sialidase like (TcS) de 7. cruzi através de

projecdo das sequéncias em espaco bidimensional usando multidimensional scaling
(MDS) e andlises de clusterizagdo nao hierdrquica para a identificacdo de grupos dentro
da familia. Caracterizar cada grupo identificado da familia TcS quanto: (i) presenca de
motivos caracteristicos da familia; (ii) localizagdo genOmica; (iii) expressdao génica; (iv)
propriedades antigénicas.

II. Realizar uma andlise comparativa das diversidades nucleotidica e protéica das grandes familias
génicas de T. cruzi usando multidimensional scaling e clusterizacdo ndo hierdrquica.

III. Verificar indicios da ocorréncia de mutagdes que provocam mudangas de fase de leitura dos
genes das familias de superficie como mecanismo gerador de diversidade.

IV. Avaliar a ocorréncia de eventos de recombinacdo na geracdo de variabilidade em membros da
familia MASP. Avaliar a ocorréncia de eventos de recombinagdo entre genes pertencentes

a diferentes familias génicas de 7. cruzi.
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4. Materiais e métodos

Os materiais e métodos foram divididos em trés partes (figura 1), que sdo:

1. Caracterizacdo da familia TcS - Identificacdo de novos grupos na familia trans-
sialidase/sialidase-like (TcS) de T. cruzi
2. Diversidade das grandes familias génicas de 7. cruzi

3. Mecanismos evolutivos possivelmente envolvidos na geracdo de variabilidade

Caracterizagdo da familia TcS
Parte 1

Diversidade das grandes
rd familiasgénicasde T. cruzi
Parte 2

Recuperagao

das sequéncias

T et W nen rwe D

B S, |

Mecanismosevolutivos
possivelmente envolvidosna

geracaode variabilidade
Parte 3

Figura 1 Fluxograma representando a divisdo dos materiais € métodos em trés partes.
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Figura 2. Detalhamento dos materiais € métodos “Caracterizagdo da familia TcS - Identificacdo
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Diversidade das grandes familias
génicas de T. cruzi

AIinhamAent'o s EsFimaFiva de :
das sequéncias diversidade

—

Clustalw
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Producaodas
matrizes de
distancia

o

Avaliacdoda
correlagdo
entre distancias
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Patmatch
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de motivos

Localizacdo
S ¢
celular

SignalP
GPI-SOM
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® ®

Figura 3. Detalhamento dos materiais € métodos “Diversidade das grandes familias génicas de T.

cruzi’.
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Mecanismos evolutivos possivelmente
envolvidos na geracao de variabilidade

Comparagdoda

capacidadede
gerar stop codon
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de fragmentos
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Fragmentos
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-, ®
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Figura 4. Detalhamento dos materiais € métodos ‘“Mecanismos evolutivos possivelmente

envolvidos na geracdo de variabilidade”.
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4.1. Sequéncias de DNA e proteinas das grandes familias génicas de 7. cruzi -

Conjunto de dados

Neste trabalho selecionou-se para estudo de diversidade oito familias génicas. Sete destas
correspondem as maiores familias génicas do parasito: TcS, MASP (mucin-associated surface
protein), mucina TcMUC, RHS (Retrotransposon hot spot protein), DGF-1 (dispersed gene
family-1), GP63 (glicoproteina 63 kDa) e mucin-like. A outra familia selecionada € SAP (serine-
alanine-proline rich protein) que, apesar de ndo estar entre as oito maiores familias génicas, estd
clusterizada no genoma do parasito com as outras familia gé€nicas selecionadas neste estudo
(Bartholomeu et al., 2009).

As sequéncias de DNA codificador das grandes familias génicas de 7. cruzi foram
extraidas do banco de dados TriTryp (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Foram selecionadas as
sequéncias completas de DNA codificador das familias selecionadas, sendo os genes parciais e
pseudogenes excluidos, exceto pseudogenes de TcS que foram usados para mapeamento no
genoma (ver item 4.9). As sequéncias protéicas de todas as familias foram obtidas através da
traducdo in silico das sequéncias codificadoras. Também foi usada a sequéncia de 300
nucleotideos apds o cddon de terminacdo das familias (3’ flanqueadora) com mais de 100 genes
para avaliar a diversidade encontrada nessa regido. A quantidade de sequéncias usadas em cada

familia encontra-se na tabela 4.

4.2. Alinhamento das sequéncias

Os alinhamentos multiplo e par-a-par das sequéncias de DNA e proteinas foram
realizados usando o programa ClustalW (Larkin et al., 2007). Foram utilizados os parametros

padrdes do programa para realizar o alinhamento para todas as familias.
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4.3. Diversidade das sequéncias de DNA e proteinas

A diversidade das familias e dos grupos dentro de cada familia foi medida com base no
alinhamento multiplo das sequéncias usando trés métodos. O método distancia-p, tanto para
medir a diversidade nas sequéncias de DNA (codificadora e 3’ flanqueadora) quanto proteinas,
Kimura-2-pardmetros somente para as sequéncias de DNA, enquanto a corre¢do de Poisson foi
usada somente para as sequéncias de proteinas. A estimativa de erro no célculo dessas

diversidades foi realizada usando o teste bootstrap com 1.000 réplicas.

4.4. Producao das matrizes de distancia e correlacao entre as distancias

nucleotidicas e protéicas

Foram produzidas quatro matrizes de distdncia para cada familia. A primeira matriz foi
produzida para avaliar a diversidade das familias usando sequéncias de DNA (codificadora)
através de alinhamento multiplo usando o programa ClustalW.

As outras trés matrizes foram produzidas para serem usadas na classificacdo das familias
em grupos, sendo usadas sequéncias de DNA, proteinas e 3’ flanqueadoras. Estas matrizes de
distancia foram produzidas realizando o alinhamento par-a-par usando o programa ClustalW com
seus parametros padroes.

Os alinhamentos foram usados para calcular as distdncias entre as sequéncias usando o
pacote PHYLIP versdo 3.69 (Felsenstein, 1989; Felsenstein, 2005), produzindo assim matrizes
quadrada de dissimilaridade para todas as familias génicas analisadas, tanto para os alinhamentos
multiplos quanto para as matrizes produzidas com alinhamento par-a-par. As distancias
consideradas muito grandes para serem calculadas pelo programa foram determinadas com o
valor -1.

As distancias nucleotidica (regido codificadora) e protéica das matrizes par-a-par foram
comparadas para medir a correlagdo entre as duas distancias. Foi usado o teste de correlacdo de

Spearman (valor p <0.05) para avaliar a correlacdo.
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4.5. Transformacdo das matrizes de distancia através de escala
multidimensional (Multidimensional scaling - MDS) e classificacao dos

grupos

Com o objetivo de produzir um grifico representando a distribuicdo espacial das
sequéncias, avaliar quais familias apresentam maior diversidade e fazer classificacdo dos grupos
de cada familia, foi realizada a analise de escala multidimensional (Multidimensional scale -
MDS). As matrizes de distncia foram transformadas por escala multidimensional para matrizes
de duas dimensdes. MDS € uma técnica estatistica usada para a exploracao visual dos dados com
base no nimero de dimensdes a serem exploradas. As novas matrizes contendo somente duas
colunas apresentam as coordenadas para produgdo de projecdes espaciais que representam o
posicionamento das sequéncias em relacdo ao restante da familia. A projecdo espacial permite
uma visualizacdo global das sequéncias mais proximas (pontos mais proximos na projecao
espacial) e das mais distantes (pontos mais afastados na projecdo). Dessa forma esta andlise
permite avaliar a distribuicdo (diversidade) e a formacao de grupos.

As projegodes espaciais foram usadas para avaliagdo da diversidade das familias usando as
matrizes construidas com base nos alinhamentos multiplos. A classificacdo das familias em
grupos, representando sequéncias mais similares, foi realizada usando as matrizes de alinhamento
par-a-par. Os agrupamentos foram feitos usando o método k-means (Hartingan e Wong, 1979). O
nimero de clusters iniciais foi determinado a partir do nimero de regides com maior
concentracdo de sequéncias. A transformacao das matrizes e classificacdo das familias em grupos

foi realizada através do programa R-project (R Development Core Team, 2011).

4.6. Construcao da arvore filogenética

A drvore da familia SAP foi produzida usando alinhamento multiplo das sequéncias de
proteinas. O método usado para a construcdo das arvores foi NJ através do programa “Molecular

Evolutionary Genetics Analysis 4” MEGA4 (Tamura et al., 2007).
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As andlises de confianga dos nds (agrupamentos) nas arvores produzidas foram realizadas
através de bootstrap com 1.000 réplicas e sendo considerados confidveis aqueles com no minimo

de 50% das réplicas.

4.7. Procura por motivos, predicio de localizacao celular e identificacao

sequéncias repetitivas

A presenca dos motivos nas proteinas das familias GP63, TcMUC e TcS foi pesquisada
usando o programa PatMatch (Yan et al., 2005).

Os trés motivos especificos de TcS de T. cruzi foram pesquisados. O motivo conhecido
como FRIP foi pesquisado usando a sequéncia xRxP. Como o motivo FRIP € curto e degenerado,
por isso foram adicionadas duas restricdes apds a pesquisa. Somente motivos FRIP préximos a
extremidade N-terminal (menos de 200 aa) e/ou motivos encontrados antes de sequéncias Asp-
box foram considerados vélidos. O motivo Asp-box foi pesquisado usando a sequéncia
SxDxGxTW para encontrar sequéncias que apresentavam exatamente o motivo caracteristico da
familia TcS. A fim de buscar formas degeneradas do motivo Asp-box, permitiu-se um mismatch
no consenso SXDxGXxTW. Outro motivo de TcS pesquisado foi o motivo VIVXNVXLYNR que
estd presente em todas as protefnas TcS (Schenkman et al., 1994). Também foi realizada a busca
de proteinas TcS que apresentavam o motivo VIVXNVXLYNR degenerado, analisando a regido
do alinhamento multiplo correspondente ao motivo VIVXNVXLYNR. Sequéncias repetitivas das
proteinas  TcS foram  identificadas  usando o  programa  AA-repeatFinder
(http://gicab.decom.cefetmg.br:8080/bio-web) (Souza et al., em preparacdo). Somente repeticoes
com mais de 10 aminoacidos foram consideradas validas.

O motivo relacionado com a atividade de metaloprotease presente na familia GP63
corresponde a sequéncia HExxH. Este motivo foi pesquisado nas proteinas GP63 ndo permitindo
mismatches. A busca por sequéncias que apresentam formas degeneradas desse motivo foi
realizada através de inspecdo da regido contendo HExxH em alinhamentos multiplos dos grupos

encontrados na familia GP63.
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A familia TcMUC apresenta um motivo rico em treonina. Esse motivo apresenta duas
variantes que sdao usadas na classificacdo das proteinas em TcMUC I e TcMUC 1II juntamente
com outras caracteristicas (Acosta-Serrano et al., 2001; Buscaglia et al., 2004; Buscaglia et al.,
2006). As variantes do motivo pesquisado foram TgKP, (presente em proteinas TcMUC 1) e
TsK/QAP (presente em proteinas TcMUC II). A quantidade de treoninas presente em cada
variante também foi pesquisada contendo o intervalo de 5 até 20.

A predi¢do para localizacdo na superficie celular foi realizada através da predicdo por
peptideo sinal e ancoramento na membrana por GPI nas familias TcS e SAP. A busca por
peptideo sinal foi realizada usando o programa SignalP (Bendtsen et al., 2004), e a predi¢ao para
ancoramento na superficie foi realizada usando o programa GPI-SOM (Fankhauser e Miser,

2005).

4.8. TcS ativas

A pesquisa pelas TcS que apresentam atividade trans-sialidase foi feita identificando as
proteinas que apresentam aminodcidos importantes para essa atividade (tabela 1). Dentre esses
aminoécidos os mais importantes sdo os aminodcidos Pro283 e Tyr342 que quando substituidos
eliminam a atividade trans-sialidase (Cremona er al, 1995; Montagna et al., 2006). A
identificacdo foi realizada usando alinhamentos das proteinas TcS separadas por grupos MDS
(item 4.5 de material de métodos) e localizagdo das regides do alinhamento multiplo

correspondente a esses aminoacidos.
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Tabela 1. Identificagdo dos aminodcidos importantes na enzima trans-sialidase de 7. rangeli, T.
cruzi € T. brucei. Aminoédcidos que diferem em 7. rangeli estdo marcados em negrito. Adaptado

de (Cremona et al., 1995; Montagna et al., 2006).

Funcao T.rangeli T.cruzi T. brucei

Ligacao ao grupo carboxilico do acido sialico Arg 36 Arg 35 Arg 106
Arg 246 Arg 245  Arg 319
Arg 315 Arg 314 Arg402
Envolvido na formacao da ligacao de hidrogénio com o Arg 54 Arg 53 Arg 124

grupo 4-OH do acido sialico Asp 97 Asp 96 Asp 168
Doador de protons na reacao Asp 60 Asp 59 Asp 130
Ligacao ao carboidrato aceptor Tyr 120 Tyr 119  Tyr 191

Formacao de ligacao de hidrogénio fraca com a cadeia Trp 121 Trp 120 Trp 192
lateral de glicerol do acido sialico

Formacao do pocket para acomodacao e Ligacao ao Met 96 Val 95 Val 167
grupo N-acetil do acido sialico Phe 114 Tyr 113 Tyr 185
Receptor de ligacao Val 180 Ala179  Ala253
Estabilidade para o estado de transicao intermediaria Glu 231 Glu 230  Glu 304
Papel crucial para reacao de TS GIln 284 Pro 283  Pro 371
Receptor de ligacao Asp 285 Gly 284 Gly372

Cys 286 Ser285  Ser 373
Ligacao ao substrato, necessario para especificidade Trp 313 Trp 312 Trp 400
Nucledfilo catalitico Tyr 343 Tyr 342  Tyr 430

4.9. Mapeamento de TcS no genoma e analise de associacao de grupos de TcS

com regioes especificas

O posicionamento dos genes TcS nos cromossomos de 7. cruzi foi realizado usando as
informagdes da montagem das sequéncias de DNA realizada por Weatherly et al. (2009). Usando
scripts em PERL (Practical Extraction and Report Language) e o médulo Bio::Graphics::module
(www.bioperl.org), os cromossomos foram representados com todos os genes TcS mapeados e
identificados de acordo com a classificacdo de grupos encontrados nos dados de proteinas
(grupos identificados na projecdo MDS e classificacdo usando o método kmeans). Esse
mapeamento foi usado para identificar associacdo cromossomo-especifica de algum grupo.

Outra andlise de associacdo de grupos e TcS-pseudogenes com regides cromossdmicas
especificas foi realizada usando a posi¢do do primeiro codon de todas as sequéncias dividida pelo

tamanho do cromossomo, criando valores de 0 até 1 que representam as posi¢des relativas dos
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genes TcS ao longo dos cromossomos. Esses valores das posicdes relativas foram usados para
producdo de histogramas indicando a frequéncia dos genes TcS, separados por grupo, ao longo
dos cromossomos e permitindo observar se existe alguma associacdo com regides especificas ou
apresentam uma distribuicao aleatdria, sendo igualmente distribuidos ao longo dos cromossomos.

A presenca dos genes e TcS em regides subteloméricas também foi usada para observar
evidéncias de associacdo entre regides especificas no genoma e grupos de TcS. Foi realizada a
contagem de genes TcS presentes nessas regides e a frequéncias de todos os grupos de TcS em
regides subteloméricas, permitindo observar se existe uma preferéncia de grupos TcS localizados

nas extremidades dos cromossomos.

4.10. Mecanismos evolutivos

A investigacdo dos mecanismos evolutivos responsdveis por alteracdes na sequéncia de
proteinas se desdobrou em trés partes, passando pela investigacdo da mudanca de fase de leitura
dos genes MASP, troca de motivos compartilhados entre genes da familia MASP e troca de
fragmentos compartilhados entre genes membros das diferentes familias génicas estudas neste

trabalho.

4.10.1. Mudanca da fase de leitura

Para a avaliacdo da geracdo de diversidade da familia MASP foi elaborado um método
para deteccao de mutagdes levando a mudanga de fase de leitura do gene.

Usando os alinhamentos par-a-par dos genes (sequéncias de DNA) da familia MASP foi
realizado a contagem do nimero de indels presente em cada sequéncia por alinhamento. Essa
contagem foi dividida em dois grupos. Indels que sio miltiplos de trés e indels que ndao sdo
multiplos de trés. A separacdo dos dois grupos tem como objetivo identificar indels que ndo
alteraram a fase de leitura (multiplos de trés) ndo provocando grandes alteragdes na sequéncia
primdria da proteina, e identificar indels que alteraram a fase de leitura (ndo sdo multiplas de trés)

alterando a tradu¢do do mRNA.
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O numero de indels presente em cada par de sequéncias alinhadas foi comparado com a
distancia de proteina do par de sequéncias usadas. As distincias usadas obtidas das matrizes de
alinhamento par-a-par das familias MASP foram produzidas pelo programa protdist do pacote
PHYLIP versao 3.69 (Felsenstein, 1989; Felsenstein, 2005).

Pares de sequéncias que apresentam baixa distancia nucleotidica e alta distancia protéica
também foram pesquisados nas matrizes de distdncia par-a-par para verificar sequéncias que
sofreram mutagdes indels provocando grande alteracdo na sequéncia de proteinas. As distancias

pesquisadas foram: distancia nucleotidica < 0,4 e distancia protéica > 0.9.

4.10.2. Numero de possiveis cédons de parada gerados por alteraciao da fase de leitura

A probabilidade de gerar c6dons de parada prematuros devido a alteragdes na leitura do
mRNA devido a indels foi investigada. Alteracdes que levam a mudanga na fase de leitura foram
inseridas in silico em todos os genes das grandes familias de superficie que apresentaram mais de
100 genes. O conjunto de todos os genes que ja foram identificados e codificam proteinas no
genoma de 7. cruzi também foram usados para comparacdo com as grandes familias de proteinas
de superficie. As alteracOes foram: retirada do primeiro nucleotideo do primeiro cédon e retirada
do segundo nucleotideo também do primeiro cédon. Apds cada alteragdo no primeiro cédon foi
realizada uma contagem do niimero de cédons de parada encontrado em todas as sequéncias.

O nimero médio de cédons de parada de todos os grupos de sequéncias foi comparado
com o nimero médio de cddons de parada em sequéncias aleatdrias geradas usando o preferéncia
de cédons (codon usage) de cada conjunto de sequéncias. Cada conjunto de sequéncias aleatdrias
possui 1000 sequéncias com 999 cédons. As sequéncias aleatdrias foram produzidas usando um
script que seleciona cada codon com base na frequéncia encontrada em cada codon usage. As
alteragdes, inserindo mudanca de fase de leitura, também foram realizadas nas sequéncias
aleatorias. O nimero de cédons de parada do conjunto de sequéncias aleatorias foi verificado da
mesma forma que nos genes reais de 7. cruzi.

A posicao dos cédons de parada também foi verificada em cada conjunto de sequéncias
reais e comparada com os conjuntos de sequéncias aleatdrias correspondentes. As posi¢oes de

cada cddon de parada encontrado foram divididas pelo nimero de c6dons do gene para criar
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regides correspondentes entre os genes de diferentes tamanhos e as sequéncias aleatorias. Essa
forma de correcao da posi¢do do c6don de parada pelo tamanho do gene cria um mapa que varia
de 0 até 1 e permite comparacdes de sequéncias de diferentes tamanhos e mapeamento da

localiza¢@o dos cédons de parada.

4.10.3. Troca de fragmentos entre genes da familia MASP

A determinacdo de fragmentos conservados pelos genes da familia MASP foi feita usando
o programa MEME versdao 4.5.0 (Bailey e Elkan, 1994). Os parametros do programa MEME
usados foram: nimero maximo de motivos para busca (30), busca realizada até encontrar os 30
motivos; comprimento minimo (8 nt), comprimento maximo (50 nt), busca na direcdo direta e
reversa do gene.

Os fragmentos que formam cada motivo MEME foram agrupados por similaridade
usando o método NJ usando o programa MEGA4 (Tamura et al., 2007), formando uma arvore
para cada motivo MEME. Cada fragmento na darvore foi representado usando a mesma
classificacdo do gene que possui o fragmento. A classificagdo usada de cada gene é a mesma
produzida usando a matriz de coordenadas (MDS) aplicando o método kmeans para gerar os
grupos (item 4.5 de material de métodos).

Alguns genes que pertencem a grupos diferentes e apresentavam o fragmento MEME
muito similares foram alinhados usando o programa ClustalW com os parametros padrdes. Esse
alinhamento foi transformado em um grifico para visualizagdo da localizacdo (posi¢ao) do
motivo nas sequéncias. A possivel recombinacio de fragmentos de DNA entre os genes da
familia MASP foi verificada buscando fragmentos conservados que sdo compartilhados por

membros de dois ou mais grupos do MDS (clusters).
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4.10.4. Troca de fragmentos entre familias de proteina

A procura por genes que compartilham fragmentos com genes de outras familias foi
realizada através da busca por sequéncias usando o programa blastn do pacote BLAST versdo
2.2.23 (Altschul et al., 1990), realizando comparagdes entre todas as familias.

Para verificar a existéncia de fragmentos compartilhados entre as familias, comparamos
todos os membros das familias TcS, MASP, TcMUC, DGF-1, GP63, RHS, SAP e Mucin-like. As
comparagoes foram executadas usando as sequéncias de nucleotideos e foram consideradas
validas as sequéncias que apresentaram E-value menor ou igual 10™'°. Os resultados da busca
feita com pacote BLAST foram filtrados com a linguagem PERL (Practical Extraction and
Report Language) e AWK para fragmentos que apresentassem identidade maior ou igual que
90% e foram selecionados cinco diferentes grupos de acordo com o tamanho do fragmento
compartilhado.

Os grupos de sequéncias foram divididos em:

Grupo 1 = > 100 e < 200 nucleotideos
Grupo 2 = >200 e < 300 nucleotideos
Grupo 3 = > 300 e < 400 nucleotideos
Grupo 4 = >400 e < 500 nucleotideos
Grupo 5 = > 500 nucleotideos

Foi analisada também a posi¢do desses fragmentos dentro dos genes. Fragmentos que se
encontram total ou parcialmente dentro dos 200 primeiros nucleotideos da regido codificadora
foram classificados como fragmentos de extremidade 5°. Fragmentos que se encontram total ou
parcialmente dentro dos 200 ultimos nucleotideos da regido codificadora foram classificados
como fragmentos de extremidade 3’. Os fragmentos que ndo apresentam totalmente ou
parcialmente entre os primeiros ou ultimos 200 nucleotideos da regido codificadora foram

classificados como fragmentos presentes no meio do gene.
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4.11. Construcao dos LOGOS

Representagdes graficas da frequéncia de aminodcidos e nucleotideos nos motivos
encontrados na familia TcS e grupos MEMEs, respectivamente, foram produzidas usando o

programa WebLogo (Crooks et al., 2004).

4.12. Cultura de parasitas

Epimastigotas do clone CL Brener de T. cruzi foram mantidos na fase de crescimento
logaritmica a 28°C em meio Infusdo de figado e triptose (LIT) suplementado com 10% de soro
bovino fetal. As formas amastigota e tripomastigota foram obtidas de células L6 (mioblasto de
rato) infectadas crescidas em meio de Dulbecco suplementado com 5% de soro bovino fetal, a

37°C e 5% de CO, (Bartholomeu et al., 2002). O RNA total foi extraido usando RNeasy kit
(Qiagen).

4.13. PCR em tempo real

Foram desenhados iniciadores especificos para algumas sequéncias de TcS
representativas de cada grupo usando a versdo demonstrativa do programa AlleleID®. Os
iniciadores foram desenhados para amplificacio de fragmentos de 100 até 150pb, com
temperatura de anelamento de 60°C (+ 2°C) e comprimento do iniciadores variando de 18 a 24
bases. Esse conjunto de iniciadores foi usado para teste in silico de amplificagcdo usando o
programa e-PCR (Rotmistrosky, 2004), sendo permitido nessa amplificacdo 2 mismatches e 2
gaps. As sequéncias de contigs gerados no projeto genoma (El-Sayed et al., 2005a) e os
cromossomos de 7. cruzi (Weatherly et al., 2009) foram usados como molde na PCR eletronica
para realizar a amplificacdo in silico. Alguns pares de iniciadores que apresentaram regides
Unicas de amplificacdo foram selecionados para anélises de expressao por PCR em tempo real.

As reacdes de PCR em tempo real foram feitas no sistema de detec¢ao ABI 7500 (Applied

Biosystems). Foram realizadas triplicatas de cada reacdo contendo 1 mM de iniciadores direto e
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reverso, SYBR® Green Supermix (Bio-Rad), e cDNA molde diluido. Curva padrao foi realizada
para todas as reagdes para cada par de iniciadores usando dilui¢do seriada de DNA gen6mico de
T. cruzi CL Brener e foram usadas no célculo do valor de quantidade relativa (Rq) de cada
amostra. qRT-PCR para o gene GAPDH constitutivamente expresso foram realizados para
normalizar a expressdo dos genes TcS. Os resultados foram analisados com teste ANOVA e os

gréificos construidos no GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc.).

4.14. Predicao de epitopos e imunoblot

Usando as 508 TcS proteinas intactas preditas do genoma do 7. cruzi, os epitopos lineares
para célula B foram preditos usando o programa Bepipred 1.0 (Larsen et al., 2006). O programa
avalia todos os aminodcidos da sequéncia dando uma pontuacdo baseado na hidrofilicidade
(Parker, J. 1989). O programa ndo apresenta limitagdes para o nimero minimo de aminodcidos
para formar um epitopo, entdo foram selecionados peptideos com 15 aminodcidos com pontuagdo
igual ou maior que 1.3. Peptideos com 70% de identidade sobre 70% do comprimento do
peptideo com outra proteina de 7. cruzi que nao fosse TcS foram excluidos. Foram escolhidos
para sintese aqueles peptideos que se apresentavam frequentes dentro de um grupo TcS e alto
valor de predi¢do como epitopo.

Os peptideos foram sintetizados covalentemente em membrana de celulose pré-ativada de
acordo com a técnica de sintese em SPOT (Frank, 1992). As membranas foram bloqueadas com
BSA 5% a sacarose 4% em PBS e incubadas durante 1 hora e 30 minutos com soro de
camundongos diluido (1:500) na solu¢do de bloqueio. Depois da lavagem, a membrana foi
incubada com anticorpo secundario IgG diluido 1:1200 na soluc¢do bloqueadora e, depois da
segunda lavagem, revelada por ECL Plus Western blotting (GE healthcare). A membrana foi
submetida as mesmas condi¢Oes experimentais usando soro de camundongos nio infectados.
Medidas de densitometria e anélise de todos os peptideos foram realizadas usando Image Master
Platinum (GE), e o limite da densidade relativa (Rd) para reacdo positiva foi determinado como

2,0. Graficos foram construidos no GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc.).
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5. Resultados

5.1. Caracterizaciao da familia TcS - Identificacao de novos grupos na familia

trans-sialidase/sialidase-like (TcS) de T. cruzi

5.1.1. Agrupamento das proteinas trans-sialidase/sialidase like de 7. cruzi

O projeto genoma de 7. cruzi revelou que trans-sialidase/sialidase-like (TcS) constitui a
maior familia génica do parasito (El-Sayed et al. 2005a). Um dos representantes mais bem
estudados da familia sdo as trans-sialidases que sdo enzimas capazes de remover dcido sidlico dos
glicoconjugados e proteinas do hospedeiro e adiciond-lo a outras moléculas presentes na
membrana do parasito (Cross e Takle, 1993; Schenkman et al., 1994; Frasch, 2000). A familia é
classificada até o momento em quatro grupos, onde somente o grupo I apresenta proteinas com
atividade trans-sialidase, enquanto que os outros grupos sdo formados por proteinas que
apresentam outras fun¢des e sdo denominadas trans-sialidase like. A despeito da existéncia destes
quatro grupos, todas as sequéncias de TcS nos bancos de dados do genoma de 7. cruzi estdo
anotadas como trans-sialidase. Como nenhuma andlise sistemdtica sobre a diversidade desta
familia foi realizada apds a publicacdo do genoma, nds nos propusemos a realizar andlises de
clusterizacdo a fim de identificar todos os membros dos quatro grupos previamente definidos e
eventualmente identificar novos grupos. Nossas andlises se restringiram aos genes completos da
familia totalizando 508 membros. Portanto, pseudogenes e genes parciais ndo foram incluidos em
nosso trabalho.

Nas andlises de clusterizacdo utilizamos a ferramenta de escala multidimensional
(Multidimensional scale - MDS) que permite fazer uma projecdo espacial da matriz de distancia,
onde as sequéncias sdo apresentadas por pontos e a distincia entre esses pontos reflete a
divergéncia entre as sequéncias. A projecdo fornecida por MDS permite identificar sequéncias
mais relacionadas, permitindo assim fazer a classificacdo da familia em grupos.

Na projecdo MDS das proteinas da familia TcS ficou evidente a formagdo de diferentes
regides, cada uma representando sequéncias mais similares (Figura 5A). Essa projecdo foi

submetida ao método de agrupamento kmeans e foi possivel a identificacdo de 10 grupos bem
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distintos (Figura 5A). O nimero de membros em cada grupo é apresentando na (tabela 2). A
separacdo da projecdo de proteinas em mais de 10 grupos resultou na fragmentacdo destes
grupos, sem mudanca de membros entre os grupos, indicando que a divisdo com 10 grupos é
robusta.

Os grupos mais distantes, representados pela cor preta e marrom sdao formados por 1 e 2
proteinas, respectivamente. A verificagdo da sequéncia codificadora dessas proteinas permitiu a
identificacdo de cddons de parada prematuros e pontos de iniciagdo incorretos, levando a uma
distor¢cdo da real posicdo dessas proteinas no MDS. Devido a esses problemas, as proteinas
pertencentes a esses grupos formam excluidas das andlises posteriores.

Representantes dos quatro grupos de trans-sialidase e trans-sialidase like descritos
anteriormente (Cross e Takle, 1993; Schenkman et al., 1994) foram mapeados na projecio MDS
de proteinas. Como esperado, essas proteinas pertencem a quatro grupos diferentes (Figura 5).
Todas representantes das trans-sialidases ativas TCNA, SAPA e TS-e, que pertencem ao grupo I,
foram encontradas no grupo azul. As proteinas gp82, gp90, Tc85-11_SA85-1.1 e ASP-2,
representantes do grupo II, pertencem ao grupo verde escuro. Enquanto FL-160 e Tsl3,
representantes dos grupos Il e VI, pertencem aos grupos azul claro e rosa, respectivamente.
Outros quatro grupos (vermelho, cinza, laranja e roxo) ndo apresentaram nenhum representante
descrito anteriormente. A projecdo do MDS mostra que esses novos grupos sdo completamente
separados dos grupos previamente identificados.

Como a separacdao dos grupos na projecao é bem definida, os oito grupos identificados
receberam as seguintes designagdes : TcSgrupol (azul), TcSgrupoll (verde escuro), TcSgrupolll
(azul claro), TcSgrupolV (rosa), TcSgrupoV (vermelho), TcSgrupoVI (cinza), TcSgrupoVII
(laranja) e TcSgrupoVIII (roxo).
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Figura 5. Projecdo MDS das sequéncias de proteinas da familia TcS de T. cruzi. (A) projecdo e separacdo da familia em 10 grupos
identificados pelas diferentes cores usando o método kmeans. (B) projecdao da familia dos oito grupos considerados vélidos e
identificacdo dos representantes dos quatro grupos de TcS descritos por trabalhos anteriores (Cross e Takle, 1993; Schenkman et al.,
1994). As diferentes cores representam os grupos TcSgrupol (azul), TcSgrupoll (verde escuro), TcSgrupolll (azul claro), TcSgrupolV
(rosa), TcSgrupoV (vermelho), TcSgrupoVI (cinza), TcSgrupoVII (laranja) e TcSgrupoVIII (roxo). Cada ponto representa uma
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5.1.2. Diversidade da familia TcS

A familia TcS apresentou grande diversidade nucleotidica e protéica (tabela 2). A
diversidade dentro dos grupos € menor que a diversidade total e sendo TcSgrupol o grupo mais
diverso.

A diversidade dos grupos ndo se mostrou relacionada ao nimero de membros, podendo
ser observado grupos como TcSgrupol com poucos membros mas grande diversidade, enquanto
outros grupos como TcgrupoV apresenta grande nimero de membros (227) e niveis de
diversidade similares aqueles observados para grupos menores, como por exemplo TcSgrupoVI
que possui apenas 39 representantes.

A avaliacdo de todos os genes TcS mostra que existe uma diversidade e variacdo de
sequéncias maior que aquela previamente descrita para a familia, permitindo a classificacdo da

familia em oito grupos que apresentam numero de membros e diversidade varidveis entre si.
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Tabela 2. Diversidade nas sequéncias de DNA, proteinas e 3’ flanqueadora da familia TcS (ver item 5.1.1). Os métodos usados para os
calculos das diversidades foram: distancia-p para medir a diversidade nos trés tipos de sequéncias, Kimura-2-parametros foi usada
somente para as sequéncias de DNA e para a sequéncia 3’flanqueadora. Para a sequéncia de proteinas também foi usado o método de

correc¢do de Poisson.

DNA Proteina

Grupo Cor Numero de Distancia-p K2p Distancia-p Correcao de

membros (erro) (erro) (erro) Poisson (erro)
TcSgrupol Azul 19 0,371 (0,004) 0,690 (0,029) 0,494 (0,009) 0,881 (0,027)
TcSgrupoll Verde escuro 117 0,264 (0,004) 0,340 (0,007) 0,419 (0,010) 0,558 (0,018)
TcSgrupolll Azul claro 15 0,209 (0,005) 0,263 (0,008) 0,366 (0,010) 0,492 (0,023)
TcSgrupolV Rosa 25 0,179 (0,003) 0,226 (0,005) 0,250 (0,008) 0,320 (0,012)
TcSgrupoV Vermelho 227 0,252 (0,004) 0,316 (0,006) 0,396 (0,009) 0,513 (0,015)
TcSgrupoVI Cinza 39 0,246 (0,004) 0,312 (0,007) 0,394 (0,009) 0,513 (0,016)
TcSgrupoVII Laranja 17 0,298 (0,004) 0,425 (0,009) 0,448 (0,009) 0,651 (0,020)
TcSgrupoVIII Roxo 46 0,215 (0,004) 0,270 (0,006) 0,353 (0,009) 0,453 (0,013)
TcS total 508 0.413 (0.004) 0.662 (0.011)  0.574 (0.090) 0.912 (0.023)
3’flanqueadora 495 0.573 (0.007) 1.086 (0.029) - -
(300 nt)
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5.1.3. Busca por motivos caracteristicos da familia TcS

As proteinas TcS sdo caracterizadas por apresentarem o motivo VIVXNVXLYNR que
estd presente em todos os membros ja descritos e estd relacionado com adesdo celular. Outros
motivos tipicos da familia sdo os motivos Asp-box (SxDxGxTW - presente em multiplas copias
na proteina), e o motivo FRIP (xRxP) que estd envolvido na ligagdo ao grupo carboxilico do
acido sialico.

O motivo VTVXNVxXLYNR, onde x representa qualquer aminodcido foi encontradas 328
das 505 sequéncias analisadas, e apresenta-se distribuido por todos os grupos identificados neste
trabalho (Figura 6). O motivo VIVXNVXLYNR estd presente na maioria dos membros de cada
grupo, com excecdo dos grupos TcSgrupoVII e TcSgrupoVIII, representados pela cor laranja e
roxo respectivamente, que apresentam poucos membros possuindo esse motivo. Como ¢é
postulado que este motivo € caracteristico da familia (Cross e Takle, 1993; Schenkman et al.,
1994), nés investigamos se as 180 proteinas que ndo apresentaram o consenso VIVXNVxLYNR
possuem uma versdo degenerada deste motivo. Para isso foi realizado o alinhamento multiplo de
todas as sequéncias usadas neste trabalho e a regido contendo o motivo VITVXNVxLYNR foi
recuperada e submetida a inspecdo visual, possibilitando a identificacdo de sequéncias que
apresentam uma forma degenerada do motivo. Essa andlise permitiu a identificacdo de mais 159
sequéncias contendo o motivo degenerado, totalizando 96% da familia apresentando o motivo
(Figura 6). As sequéncias que ndo apresentaram o motivo possuem coédon de parada prematuro ou
mudancas na fase de leitura que provocou o encurtamento da regido C-terminal. Apesar de muitas
sequéncias apresentarem uma forma degenerado do motivo, ele é conservado dentro de cada
grupo (Figura 8).

A busca pelo motivo Asp-box foi realizada usando o sequéncia SxDxGxTW, onde x
representa qualquer aminodcido. Somente 135 proteinas apresentaram o motivo Asp-box, sendo
que a maioria dessas sequéncias pertencem a trés grupos anteriormente descritos: TcSgrupol (16
sequéncias, grupo azul), TcSgrupoll (95 sequéncias, grupo verde escuro) e TcSgrupolV (22
sequéncias, grupo rosa) (Figura 6). O motivo Asp-box ainda foi encontrado nas sequéncias

Tc00.1047053506911.30 e Tc00.1047053508365.190 que pertencem aos grupos TcSgrupoV
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(vermelho) e TcSgrupoVI (cinza), respectivamente. Também foi realizada a busca pelo motivo
Asp-box (SxDxGxTW) onde foi permitido a presenca de 1 mismatch. Esta versdo degenerada do
motivo foi encontrada em outras proteinas TcS inclusive aquelas pertencentes a outros grupos
além dos encontrados na primeira busca. Foram encontradas 383 sequéncias com o motivo Asp-
box (Figura 6). A maioria das sequéncias apresentou somente 1 cOpia do motivo (220
sequéncias), enquanto que 154 sequéncias apresentaram duas copias e apenas nove sequéncias
apresentaram trés copias. Além dos grupos identificados na primeira busca, o0 motivo Asp-box foi
encontrado em sequéncias dos grupos TcSgrupoVII (1 sequéncia, grupo laranja) e TcSgrupoVIII
(trés sequéncias, grupo roxo). Novamente ndo foi encontrado o motivo Asp-box nas sequéncias
do grupo TcSgrupolll, sendo este o unico grupo de TcS que ndo apresentou esse motivo. O
motivo Asp-box € encontrado na maioria dos grupos TcSgrupol (azul, 17/19 sequéncias),
TcSgrupoll (verde escuro, 114/117), TcSgrupolV (rosa, 24/25) e também nos novos grupos
TcSgrupoV (vermelho, 188/227), TcSgrupoVI (cinza, 36/39) (Tabela 3). Os grupos TcSgrupoVII
(laranja, 1/17) e TcSgrupoVIII (roxo, 3/46) apresentaram poucos sequéncias contendo o motivo
Asp-box.

Em seguida realizamos a busca pelo motivo FRIP (xRxP, onde x representa qualquer
aminoicido). Como se sabe, este motivo se localiza no N-terminal das TcS (Frasch, 2000;
Todeschini et al., 2000) e uma vez que é um motivo pequeno e degenerado, ndés computamos
apenas aquelas ocorréncias que estivessem antes do primeiro motivo Asp-box (mais préximo da
extremidade N-terminal) ou, na auséncia do motivo Asp-box, antes do residuo 200. O motivo
FRIP foi encontrado em todos os grupos TcS, somando um total de 205 proteinas, sendo esse
motivo encontrado na maioria das sequéncias dos grupos TcSgrupol (azul, 68%), TcSgrupolll
(azul claro, 87%), TcSgrupolV (rosa, 88%), TcSgrupoVII (laranja, 76%) e TcSgrupoVIII (roxo,
87%) (Figura 6 e Tabela 3)

O motivo FRIP se mostrou degenerado quando analisado todas as 505 TcS, mas dentro
dos TcS grupos I, Il e IV, além de se mostrar frequente, 0 motivo se mostrou muito conservado

(Figura 7).
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Figura 6. Projecdo MDS de proteinas TcS indicando a presenga de motivos. Presenca do motivo
SxDxGxTW; presenca do motivo VTVXNVXLYNR; presenca do motivo SxDxGxTW
permitindo 1 degeneragdo; presenga do motivo VIVXNVXLYNR recuperado no alinhamento de
505 TcS; Presenca do motivo FRIP (xRxP). “x” representa qualquer aminodcido. As proteinas em

cada painel que apresentam os motivos sdo representadas em vermelho.
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Tabela 3. Presenca dos motivos no oito grupos de TcS e frequéncia dos motivos FRIP e Asp-box. Esta representado na tabela quantas

sequéncias costituem cada grupo (Numero de sequéncias); se as proteinas que costituem o grupos apresentam peptideo sinal (Peptideo

sinal); quantas sequéncias apresentam o motivo FRIP e sua porcentagem (FRIP (%)); quantas proteinas apresentam o motivo Asp-box,

quantos motivos estdo repetidos na maioria das sequéncias € a varaiacdo encontrada detro do grupo (Asp-box (maioria) (variacio));

quantas sequéncias apresentam o motivo VIV (VTV); se mais de 50% das proteinas do grupo apresentam repticdes (Repeticdes). A

presenca de motivos e repeticdes € identificada por “X” e aus~encia por

(T3]

Grupo Cor do Nimero de Peptideo FRIP  ASP-box (maioria) VTV Repeticdo  GPI
grupo nas sequéncias sinal (%) (variacao)
projecoes
TcSgrupol Azul 19 X 13 17 (2) (0-3) X X X
(68%)
TcSgrupoll Verde 117 X 50 114 (2) (0-3) X - X
escuro (42,7%)
TcSgrupolll Azul claro 15 X 13 0 (0) (0) X - X
(87%)
TcSgrupolV Rosa 25 X 22 24 (2) (0-3) X X X
(88%)
TcSgrupoV Vermelho 227 X 90 188 (2) (0-3) X - X
(39%)
TcSgrupoVI Cinza 39 X 8 (20%) 36 (2) (0-2) X - X
TcSgrupoVII Laranja 17 X 13 1(1)(0-1) X - X
(76%)
TcSgrupoVIII Roxo 46 X 40 3 (1) (0-2) X - X
(86%)
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Figura 7. Conservacdo do motivo FRIP nas proteinas TcS. (A) conservacdo do motivo FRIP nas
505 proteinas analisadas, (B) TcSgrupol, (C) TcSgrupoll, (D) TcSgrupolll, (E) TcSgrupolV, (F)
TcSgrupoV, (G) TcSgrupoVI, (H) TcSgrupoVII, (I) TcSgrupo VIIL

Outra caracteristica da familia TcS € a ocorréncia de repetigdes. Duas repeticdes ja foram
descritas na familia, sendo conhecidas como SAPA (DSSAH(S/G)TPSTP(A/V)) e EPKSA, que
sdo repeti¢oes longas em tandem e estdo presentes em proteinas do grupo I e IV, respectivamente.
A fim de verificar a existéncia de outras repeti¢des na familia, foi realizada a busca por repeti¢des
que apresentavam mais de 10 aminoacidos usando um programa desenvolvido pelo nosso grupo
(Souza et al., em preparacdo). As repeticdes encontradas foram mais frequentes nos grupos
TcSgrupol e TcSgrupolV. De fato as maiores repeticOes encontradas, apresentando repeticoes de
até 884 aminodcidos, correspondem aquelas ja conhecidas DSSAH(S/G)TPSTP(A/V) e EPKSA.
Entretanto, além das repeti¢des conhecidas, novas repeticoes foram encontradas nesses dois

grupos.
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Outros grupos também apresentaram repeticOes, mas em menor quantidade como
TcSgrupoll, TcSgrupoV, TeSgrupoVI, TceSgrupoVII e TeSgrupoVIII ocorrendo 14,5; 1; 21; 6 e
2,5%, respectivamente, das sequéncias desses grupos. As repeticdes desses grupos sdo curtas com
aproximadamente 15 aminodcidos, exceto pelo TcgrupoVII (laranja) que apresentou um trecho
de repeti¢do de 150 aminodcidos. O grupo TcSgrupolll ndo apresentou repeticoes.

A Figura 8 apresenta os motivos que sdo encontrados na maioria dos membros para todos
oito grupos de TcS e a sequéncia representando a conservacdo dos motivos Asp-box e
VTVxNVLYNR.
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Figura 8. Representacdo dos motivos presentes na maioria das proteinas em cada um dos grupos.
As sequéncias consenso dos motivos Asp-box e VIVXNVXLYNR estd representando. O nimero

entre parénteses indica a variacdo de quantas cOpias dos motivos FRIP e ASP-box sdo

O TcSgrupol (azul) e TcSgrupolV (rosa) tém a estrutura mais complexa, com os motivos
FRIP, Asp box e VIVXNVXLYNR e repeticoes C-terminal, embora as sequéncias do motivo
VTVxXNVXLYNR e repeticoes C-terminal sejam distintas. Os TcSgrupoll (verde), TcSgrupoV
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(vermelho) e TcSgrupoVI (cinza) possuem os motivos Asp Box e VIVXNVXLYNR. TcSgrupolll
(azul claro), TcSgrupoVII (laranja) e TcSgrupoVIII (roxo) possuem somente os motivos FRIP e
VTVxXNVXLYNR, que apresentam sequéncia consenso grupo especifica. Este padrio de
ocorréncia de motivos estd de acordo com a distribui¢do especial dos grupos TcS na MDS
(Figura 5B). Os grupos TcS I e IV que apresentam todos os motivos estdo na regido central da
projecdo MDS, enquanto grupos TcS II, V e VI estdo agrupados na parte inferior e grupos TcS

III, VII e VIII estdao agrupados na parte superior esquerda.

5.1.4. Identificacao das TcS ativas

Somente 11 membros da familia TcS, todos do TcSgrupol, foram identificados
apresentando todos os aminodcidos importantes para atividade trans-sialidase. A Figura 9
apresenta parte do alinhamento das 11 TcS potencialmente ativas e em destaque estdo residuos
importantes para a atividade de trans-sialidase, o motivo FRIP e trés motivos Asp-box. Vale
ressaltar que apesar da conservacdo destes residuos, existem variacdes nas extremidades dessas
protefnas, principalmente na extremidade C-terminal, onde sdo localizadas as repeticoes
encontradas no TcSgrupol (dados ndo mostrados).

Nenhum dos quatro grupos previamente descritos nem o0S quatro Novos grupos
identificados neste trabalho apresentaram proteinas com todos os aminodcidos importantes para a

atividade de trans-sialidase.
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5.1.5. Mapeamento dos grupos TcS nos cromossomos

A fim de verificar se os genes TcS pertencentes a um mesmo grupo estdo agrupados no
genoma do parasito, foi feito o mapeamento da localizagdo cromossomica dos genes da familia.
Como pode ser visto na Figura 10, os genes TcS estdo bem espalhados no genoma de 7. cruzi
(cepa CL Brener), existindo genes TcS em praticamente todos os cromossomos, com excecao do
cromossomo 1 que ndo apresentou representantes da familia. Os genes TcS apresentaram mais
cOpias em cromossomos médios e grandes.

Andlise visual do mapa dos cromossomos ndo mostrou nenhuma evidéncia de associagdao
entre um cromossomo especifico e um dado grupo de TcS (Figura 10). Entretanto € possivel
observar uma tendéncia de genes TcSgrupoll serem localizados nas extremidades dos
cromossomos € TcSgrupoV serem localizados na regido interna do cromossomo.

A fim de se quantificar a distribuicdo dos genes ao longo dos cromossomos, nés
computamos a distancia dos genes em relacdo as extremidades dos cromossomos. Para tanto, nds
calculamos a posi¢do relativa dos genes nos diferentes cromossomos, dividindo a coordenada
inicial do gene no cromossomo (posicao da primeira base do primeiro cédon) pelo comprimento
total do cromossomo. De fato, os grupos TcSgrupoll e TcSgrupoV foram os tnicos grupos que
apresentarem um Vviés na distribuicdo ao longo dos cromossomos. O grupo TcSgrupoll (verde
escuro) encontra-se preferencialmente nas extremidades dos cromossomos, enquanto 0os genes
TcSgrupoV (vermelho) encontram-se preferencialmente na regido central (Figura 11A).

Também foi investigado se existe associacdo de grupos TcS com regides subteloméricas.
No6s definimos a regido subtelomérica, como aquela que se estende desde as repeti¢des
teloméricas até a primeira sequéncia ndo repetitiva do genoma. Dentro dessas regides foram
encontradas 60 genes TcS completos, sendo 1 desses genes membro do grupo marrom que foi
excluido das nossas andlises como mencionado anteriormente. A maioria das sequéncias
encontradas nas regidoes subteloméricas pertencem ao grupo TcSgrupoll (verde escuro, 36 genes,
61%), enquanto os outros grupos apresentam uma quantidade menor de sequéncias associadas as
regides subteloméricas, sendo 7 sequéncias do TcSgrupolV (rosa, 11%), 10 TcSgrupoVIII (roxo,
16,6%), 3 TcSgrupoVII (laranja, 0,05%) e 2 TcSgrupol (azul, 0,0166%) (Figura 11B). Nao foram

encontradas sequéncias dos grupos TcSgrupolll e TcSgrupoVI associadas as regides
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subteloméricas, enquanto que apenas 1 gene do grupo TcSgrupoV estd associado a esta regido
(Figura 11B).

Foi também verificada a posicdo relativa dos pseudogenes em relacdo ao tamanho dos
cromossomos. Como observado para aos genes do grupo TcSgrupoll (verde escuro), foi
encontrado um enriquecimento de pseudogenes associados as extremidades dos cromossomos
(Figura 11C).

Portanto ndo foi observada nenhuma associacdo de grupo especifico com qualquer
cromossomo. Porém, had claramente uma localizagdo preferencial de genes TcSgrupoll e

TcSgrupoV nas regides subteloméricas e na parte interna dos cromossomos, respectivamente.
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63



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

>

o~ o~ o~ o~
=) o = =)
a
S w © © ©
3
3
o o @« © o
2
[
- - - -
o~ I I II o o~ o | I I
(=] =] = =]
LI R R B | LI R I N B | ot 1t 1T 1T 1 { N N R B B |
00 02 04 06 08 1.0 00 02 04 06 08 10 00 02 04 08 08 10 00 02 04 06 08 10
b bl o o
e 2 2 =
a
c © @ © @
i~
£
> © © © ©
o
w - - kg -
o~ o o~ o
o o o o
| I R B . E— | S D B E— | B B R B E— | R N B |
00 02 04 06 08 10 00 02 04 08 08 10 00 02 04 08 08 10 00 02 04 06 08 10
2 TcS subteloméricas 36 TcS subteloméricas 7 TcS subteloméricas
Pseudo TcS
o “
- - A < ]
o | . .
“ . .
3 ° oot e, . 2 . 8
s * eneal” o
. * = . P ‘?. . o g
. . . ae® S - o
x4 . A L LJ . o
3 2 : ) S g
. % - g
= . . S 2 .
- 3 . =1
w] o ® L we
o -l o -
T T T T T T A T T T T T T T T T T T T T T
02 03 04 05 06 07 05 06 07 08 08 10 11 12 010 005 000 005 010 015 B . : . ; :
00 02 04 06 08 10
1 TcS subtelomérica 3 TcS subteloméricas 10 TcS subteloméricas
w
? 1 . . 1 =
s . =4
8 o . P 3 : g1 < .
s Y ¥ | ~,
w .. wvhe * " . i -,
g | L A R g =5 e %o
Tl oo av SRS, e N
g . » i g
Ly e uniE . s i .
o e oWy o0 g
9 AL Y o P
?1 * seeged
- N ad . .
L3 b
Ly T T T R T T T T T T T T T T T T
05 04 03 02 01 045 040 035 030 026 020 015 09 08 07 06 05 04

Figura 11. Distribui¢cdo dos diferentes grupos de TcS ao longo dos cromossomos. Painéis A e C
apresentam a posicdo relativa do seis diferentes grupos de TcS e TcS-peseudogenes,
respectivamente, ao longo dos cromossomos. Painel B mostra a quantidade de genes encontrados
nas regioes subteloméricas e 0 mapeamento dos mesmos nas projecdes MDS (representados em

vermelho em todos os grupos, exceto o grupo TcS V sendo representado em preto).
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5.1.6. Perfil de expressao dos TcS genes de diferentes subgrupos

Trabalhos anteriores mostraram que genes dos grupos TcS I, II, Il e IV apresentam
expressdo diferencial ao longo ciclo de vida do parasita (Cross e Takle, 1993; Schenkman et
al., 1994; Frasch, 2000). Para investigar a expressio de genes TcS representantes dos
diferentes grupos identificados neste trabalho, em colaboracdo com a estudante de doutorado
em Parasitologia Sara Lopes dos Santos, nds realizamos anélises qRT-PCR em tempo real.
Através de andlises in silico de todos os genes TcS foi possivel desenhar iniciadores
especificos para genes dos diferentes grupos, com excegdo do grupo TcSgrupoVI. Doze genes
TcS foram selecionados para avaliar a expressdo nos estdgios tripomastigota, amastigota e
epimastigota do parasito. Os resultados mostram que os genes analisados sdo mais expressos
nas formas tripomastigota e amastigota (Figura 12).

A expressdo dos genes também se mostrou varidvel entre os genes que pertencem ao
mesmo grupo. O gene TcS5 (verde escuro) apresentou expressdo na forma tripomastigota
muito acima dos outros genes analisados.

O tnico gene representante do TcSgrupolll (TcS8, grupo azul claro) apresentou, como
a maioria dos outros genes TcS, mais expresso na forma tripomastigota seguida da forma
amastigota, sendo a diferenga entre estes estdgios evolutivos estatisticamente significativa. O
mesmo padrio de expressdo foi obtido para o gene TcS32 (TcSgrupo VI, laranja).

Os genes TcS15 e TcS21, ambos do grupos TcSgrupoV (vermelho), apresentaram
baixa expressdo nas trés fases e ndo apresentam diferenca significativa. Os genes TcS24 e
TcS25, ambos do TcSgrupoVIII, apresentaram expressdo diferente, sendo o gene Tc24 mais
expresso na forma tripomastigota, enquanto o gene TcS25 apresentou expressdo mais elevada
na fase amastigota.

Os genes TcS analisados apresentam-se mais expressos na fase tripomastigota seguida
da forma amastigota. A expressdo dos genes TcS que pertencem ao mesmo grupo ndo é
homogeénea, existindo genes que pertencem ao mesmo grupo mas apresentam grande variagdo

no nivel de expressdo ou na fase de desenvolvimento do parasita.

65



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

TCS 5 (Te00.1047053506474.120 -

Gone R GAPOH A Gone R/ GAPOH By Gone R GAPOH Ry
TES 27 (Te00.1047053506129.30 - verde) S 25 (TC00.1047053507047.40 - verdie) S 8 (1000.1047053511911.60 - azul laro) )
10 1
= Trgomastigota 3 Trpomastigota
[g— - smastigata
+ E = epmassgots s = epmastigota
3 & —_— 1, s soss
poss
— — B
z ‘ ’—‘ ‘
‘ ’—‘ - I . - 2
Gene Ry GAPOH By Gond R/ GAPOH R Gene R GAPOH R4
TS 8 (Tc00.1047053507723.50 - rosa) TS 33 (760,104 7053510307, 284 - rosa) TeS 34 (TE00.1047053510012.50 - rosa)
25
3 Tripomastigota £ Trigomastigota 0 Trpemastigota
- mastgots - masgots - amastigots
= epmastigoea « = epmasngots 20 =
¥ pacs 3 =l
o s — o
e e
1 1
[ Gene R/ GAPDH Ry Gene R/ GAPDH Ry
TES 15 (Tc00. 1047053508221, 750 - vermeme) S 21 (700 1047053508455.20 - vermeho) TeS32 (Te00.1047053509377.20 - laeansa)

=

i i p0s pass
os. 1
T — |
Gene R GAPOH A Gene R/ GAPOH By Gene R GAPOH R
TeS 24 (TeD0. 1047053510847. 10 - roxa) S 25 (7600.1047053503907.10 - rowo)

Gene R/ GO g Gene e/ GAFDH By

Figura 12. Perfil de expressdo de genes TcS analisado qRT-PCR. Os céilculos de quantidade
relativa (Rq) foram baseados em curva padrio especifica para cada gene TcS. Os valores de
Rq para cada amostra de cDNA (TcSRq) foram normalizados com o gene GAPDH (GAPDH
Rq), um gene expresso constitutivamente durante o ciclo de vida do parasita. Alfa-tubilina e
amastina foram usados como controle de genes mais expressos nos estdgios epimastigota e

amastigota, respectivamente.
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Como ndo foi verificado expressdao dos genes TcSgrupoV nas células tripomastigota
de cultura, foi testado também a expressdo na forma tripomastigota sanguinea, ndo sendo

verificada expressdo.

5.1.7. Analise da variabilidade encontrada na regido 3’ flanqueadora de TcS

O controle expressdo em tripanosomatideos € principalmente pds-transcricional,
mediado em grande parte por motivos regulatérios presentes na regido 3’ ndo traduzida
(3°’UTR) do mRNA maduro que modulam a estabilidade do transcrito. Como seria invidvel
realizar o mapeamento das regides 3’UTR de todos os genes TcS, nds realizamos as andlises
de diversidade dos 300 nucleotideos apds o cddon de terminacdo dos genes e verificamos se
hd alguma associacdo entre a similaridade destas sequéncias e os 8 grupos de TcS que
encontramos. Decidiu-se analisar 300 nt, uma vez que estudos prévios realizados pelo nosso
grupo demonstrou ser esta a média do tamanho das regides 3’UTRs de 7. cruzi (Campos et
al., 2008). A diversidade das regides 3’ flanqueadora dos genes TcS é muito grande e maior
que a diversidade nucleotidica total das sequéncias codificadoras e grupos de TcS (Figura 13
e Figura 14).

A comparagdo da projec@o da matriz de distancia das sequéncias 3’ flanqueadoras com
a classificacdo de proteinas TcS mostra que sequéncias 3’ flanqueadoras de um mesmo grupo
sdo muito diferentes apresentando-se dispersas, ndo sendo encontrada uma associacdo clara
entre a classificagio MDS de proteinas e a projecdo da regido 3’ flanqueadora (Figura 13 e
10). Poucas foram as sequéncias 3’ flanqueadoras que formaram pequenas regides que
pertencem ao mesmo grupo de protefnas. O TcSgrupoVIII foi o tGnico que essa associag@o foi
mais evidente formando uma regido contendo vérias sequéncias 3’ flanqueadoras pertencentes
aos genes codificadores das proteinas deste grupo, representadas pela cor roxa (Figura 13 e
Figura 14). Os membros do TcSgrupoV apresentam-se bem proximos na proje¢do de
proteinas e sdo muito varidveis na regido 3’ flanqueadora. As sequéncias 3’ flanqueadoras que
pertencem aos genes codificadores dos TcS grupo V e VI mostraram uma dispersdo continua
e sobreposta (Figura 13 e Figura 14). As sequéncias TcSgrupoll ndo formaram uma regido
unica contendo as sequéncias 3’ flanqueadoras dos genes desse grupo, mas se concentram em

trés regides principais (Figura 13 e Figura 14).
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As regides 3’ flanqueadoras dos genes SAPA e TCNA, ambas TS expressas na forma
tripomastigota (TcSgrupol), estdo muito proximas no MDS (Figura 14). A regidgo 3’
flanqueadora de TS-epi, TS presente na forma epimastigota e que também pertence a
TcSgrupol, estd localizada distante das 3’ flanqueadoras dos genes SAPA e TCNA. As
regides 3’ flanqueadoras dos genes gp90 e gp82, ambos expressos na forma tripomastigota
metaciclica, e ASP-2, expresso forma amastigota, sdo apresentadas muito préximas na
projecdo e pertencem ao TcSgrupoll. As regides 3’ flanqueadoras dos genes 11_SA85-1.1 e
TsTcl13, ambos expressos na forma tripomastigota, apresentam-se proximas nas proje¢ao,
sugerindo um mecanismo de controle de expressdo similar, embora apresentem divergéncia
suficiente na sequéncia de proteinas para as duas serem classificadas em grupos diferentes

(Figura 14).
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Figura 13. Projecdo MDS das sequéncias 3’ flanqueadoras da familia TcS. (A) Projecao de
todas as sequéncias 3’ flanqueadoras dos genes TcS. Os outros painéis mostram a projecdo de
cada um dos grupos de TcS identificados. TcSgrupol (azul), TcSgrupoll (verde escuro),
TcSgrupolll (azul claro), TceSgrupolV (rosa), TcSgrupoV (vermelho), TcSgrupoVI (cinza),
TcSgrupoVII (laranja) e TcSgrupoVIII (roxo). Cada ponto representa a regido 3’ flanqueadora
de um gene e a distancia entre os genes reflete sua dissimilaridade. Todos os graficos estdo na

mesma escala.

69



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

1.0

= °* TcS33
TcS27 TcS34

Tc85-11_SA85-1.1

0.5

Tyeie TsTcl3
) ¢ o
= . :. ’5’ . .
o :._.. o
: Tcs15
. Jf;'/ L-160
. TeS29HP ?34 cs21

-0.5
f

Figura 14. Projecdo MDS das sequéncias 3’flanqueadoras da familia TcS. (A) Projecdo de
todas as sequéncias 3’flanqueadoras dos genes TcS. As cores representam os grupos de TcS
identificados TecSgrupol (azul), TcSgrupoll (verde escuro), TcSgrupolll (azul claro),
TcSgrupolV (rosa), TcSgrupoV (vermelho), TcSgrupoVI (cinza), TceSgrupoVII (laranja) e
TcSgrupoVIII (roxo). Cada ponto representa a regido 3’ flanqueadora de um gene e a

distancia entre os genes reflete sua dissimilaridade.

5.1.8. Antigenicidade dos grupos TcS

Alguns trabalhos mostraram que existem regides altamente imunogénicas repetitivas
nas proteinas TcS, conhecidas como SAPA e EPKSA (Cross e Takle, 1993; Schenkman et al.,
1994). Grande parte da resposta imune contra o parasita durante a fase aguda da doenca é
contra essas regides (Schenkman et al., 1994). Para verificar a existéncia de outras regides
antigénicas presentes na familia TcS, em colaboragdo com a estudante de doutorado Sara

Lopes dos Santos, foi realizado o ensaio usando soro de camundongos infectados com o
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parasito contra um painel de epitopos preditos derivados de diferentes grupos da familia.
Como previamente mostrado (Leguizamon et al., 1991; Cross e Takle, 1993; Schenkman et
al., 1994), os peptideos correspondentes as repeticdes SAPA (D5 e D8) e TsTcl3 (BS) sdo
altamente antigénicos, sendo reconhecidos pelo soro dos animais infectados (Figura 15).
Além desses peptideos, 11 peptideos correspondendo a novas regides antigénicas foram
identificadas. Estas novas regides antigénicas sdo derivadas ndo apenas de grupos
previamente conhecidos, TcSgrupol (spots D9 e D10), TcSgrupolll (spots C9 e C10) e
TcSgrupolV (spot B10), como também de novos grupos TcSgrupoV (A1), TcSgrupoVI (C3),
TcSgrupoVII (A10 e B4) e TcSgrupoVIII (AS e A6).
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Figura 15. Perfil antigénico de peptideos TcS. O painel superior mostra o resultado de ensaio
imunoblot usando a sintese em membrana (SPOT), sendo (A) conjuntos de soros de
camundongos infectados por 7. cruzi; (B) camundongos ndo infectados. A reagdo foi revelada
com anticorpo secunddrio anti-total IgG. O painel inferior mostra a intensidade relativa do
sinal de cada spot estimada pela razdo das intensidades dos sinais obtidas da reatividade com
soro de camundongos infectados e soro de camundongos ndo infectados. O sinal foi
considerado reativo quando a intensidade relativa (RI) > 2. Os peptideos analisados para cada
TcS sdo: TcS grupo I, D5-D10; TcS grupo I, C9-D4; TcS grupo IV, B5-C1, C3; TcS grupo
V, Al, C2, C3, C7; TcS grupo VI, C2-C8; TcS grupo VII, A9-B4; TcS grupo VIII, A2-AS.
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5.2. Diversidade das grandes familias génicas de 7. cruzi

A maioria das grandes familias génicas de 7. cruzi codifica proteinas de superficie
com extrema diversidade de sequéncia como as MASPs, Trans-sialidases e Mucinas. Com a
disponibilidade dos dados do genoma deste parasito é agora possivel realizar andlises
comparativas da diversidade destas grandes familias génicas, o que podera contribuir para um
melhor entendimento do papel de cada uma destas familias na biologia do parasito. Oito
familia génicas foram selecionadas neste estudo. Sete destas correspondem as maiores
familias génicas do parasito, a saber: TcS, MASP (mucin-associated surface protein), mucina
TcMUC, RHS (Retrotransposon hot spot protein), DGF-1 (dispersed gene family-1), GP63
(glicoproteina 63 kDa) e mucin-like. Selecionou-se ainda a familia SAP (serine-alanine rich
protein) que codifica uma proteina de superficie envolvida em invasdo celular. Com excecdo
das RHSs, que apresenta localizacdo nuclear, todas estas familias codificam proteinas de
superficie. Todas as familias selecionadas estdo clusterizadas no genoma do parasito em
grandes regides cromossOmicas que sofrem ou sofreram intensos rearranjos (Bartholomeu et

al., 2009).

5.2.1. Diversidade nucleotidica e protéica

As avaliagbes da diversidade das grandes familias génicas envolveram medidas de
diversidade das sequéncias de DNA e proteinas e visualizacdo de projecdes espaciais que
representam a diversidade. Além da avaliacdo da diversidade foram definidos grupos dentro
das familias.

As grandes familias génicas estudadas neste trabalho apresentaram uma diversidade
muito heterogénea entre si existindo familias com diversidade extremamente baixa e outras
com diversidade muito alta. Os resultados tanto para diversidade usando sequéncias de DNA
quanto usando sequéncias de proteinas encontram-se na Tabela 4. Os quatro métodos usados
para estimar a diversidade apresentaram resultados similares. A ordem de classificacdo das
familias com relacdo a diversidade foi a mesma para os quatro métodos.

Estas familias podem ser divididas em trés grupos baseado no nivel de diversidade
encontrado. As familias DGF-1 e SAP apresentaram os menores valores de diversidade e

estes sdo bem menores que as outras familias. As familias RHS e mucin-like apresentaram
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diversidade bem maior que as familias de baixa diversidade, formando o grupo diversidade
média. As familias TcMUC, TcS e GP63 apresentaram alta diversidade e a familia MASP
apresentou diversidade extremamente alta comparado com as outras familias, dessa forma
essas familias formam o grupo de alta diversidade. A diversidade das familias ndo estda
relacionada ao nimero de membros ji que familias com nimero de membros similares

apresentam diversidades tao distintas como DGF-1 e GP63 e SAP e mucin-like.
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Tabela 4. Numero de sequéncias analisadas, diversidade nucleotidica e protéica das grandes familias génicas de 7. cruzi. A diversidade
nucleotidica foi estimada usando os métodos distancia-p e Kimura-2-pardmetros. A diversidade protéica foi estimada usando distancia-p e

correcdo de Poisson. O erro das estimativas de diversidade foi calculado usando o método bootstrap com 1.000 réplicas indicado entre

parénteses.

Familia Nimero de DNA Proteina
génica sequéncias

p-distancia K2p p-distancia Correcao de

(erro) (erro) (erro) Poisson (erro)

DGF-1 137 0.110 (0.001) 0.122 (0.001)  0.163(0.003) 0.181(0.004)
SAP 37 0.122 (0.008)  0.135(0.009) 0.304(0.015) 0.487(0.030)
RHS 114 0.319 (0.004)  0.434 (0.008)  0.472(0.009) 0.653(0.019)
Mucin like 24 0.324 (0.006)  0.538 (0.022)  0.499(0.012) 0.860(0.040)
TcMUC 606 0.408 (0.010)  0.612(0.023)  0.531(0.023) 0.776(0.052)
TcS 508 0.413 (0.004)  0.662 (0.011)  0.574(0.090) 0.912(0.023)
GP63 122 0.475 (0.005)  0.879 (0.019)  0.596(0.010) 0.989(0.030)
MASP 810 0.609 (0.005)  1.375(0.034) 0.771(0.014) 1.524(0.067)
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As familias que apresentaram menor variacdo no comprimento das sequéncias foram
as familias DGF-1 e SAP que também foram as familias de menor diversidade nucleotidica e
protéica (Figura 16, Tabela 3). Outras familias apresentaram maior variagdo como mucin-like
e TcS, enquanto que as familias RHS, TcMUC, GP63 e MASP apresentaram grande variagdo
(Figura 16). As variacdes nos tamanhos das sequéncias dentro de cada familia certamente

afeta o alinhamento multiplo das sequéncias usado no cédlculo da diversidade das familias.
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Figura 16. Variagdo no comprimento das proteinas das grandes familias de 7. cruzi. A — DGF-1; B — SAP; C — RHS; D — mucin-like; E —

TcMUC; F — TcS; G — GP63 e H- MASP.
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5.2.2. Projecao espacial

A proje¢do do MDS confirma a grande heterogeneidade de diversidade génica das
familias (Figura 17). A familia DGF-1 e SAP apresentam praticamente todos os seus genes
em uma regiao muito pequena na projecio MDS, com somente alguns genes dispersos (Figura
17). As outras familias apresentam os genes mais distribuidos e regides com pontos mais
préximos, formando grupos de genes mais similares.

Os resultados de projecdo espacial também mostram a familia MASP apresentando
maior diversidade. Os resultados dos indices de diversidade nucleotidica, protéica e projecdo
espacial mostram e quantificam pela primeira vez a diversidade das grandes familias génicas

de T. cruzi e revela que MASP € a familia de maior diversidade.
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Figura 17. Projecdo especial dos resultados Multidimentional scaling (MDS) usando a matriz
de distdncia produzida com o alinhamento miltipo das sequéncias nucleotidicas de cada
familia. Cada ponto representa um gene e a distdncia entre os genes reflete sua

dissimilaridade. Todos os graficos estdo na mesma escala.

78



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

5.2.3. Classificacao e diversidade dos grupos de DNA e proteinas

Foram usadas matrizes de distancia par-a-par para avaliar a formacdo de grupos de
sequéncias mais relacionadas gerando um mapa das familias, possibilitando observacdo de
grupos. A projecdo usando matrizes de distancia par-a-par facilita observar relacdes proximas
entre pares de sequéncias que poderiam apresentar relagdes incorretas devido a problemas
enfrentados durante o alinhamento miultiplo das familias com grande diversidade. A projecdo
espacial das familias mostra a formacdo de regides com maior concentracdo de sequéncias
tanto para sequéncias de DNA quanto proteinas. Os mesmos nimeros de grupos encontrados
usando as matrizes de distdncia de DNA (Figura 18) foram usados nas andlises das matrizes
de distancia de proteinas (Figura 19). Essas projecoes foram usadas para determinar o nimero
de grupos e definir os representantes de cada grupo.

Assim como a diversidade ndo tem relacdo com o nimero de representantes em cada
familia, o nimero de grupos ndo estd relacionado com a diversidade. Algumas familias que
apresentaram baixa diversidade, como DGF-1 e SAP, apresentaram mesmo ou maior nimero
de grupos comparado com algumas familias de maior diversidade, como mucin-like e MASP.
O nimero de grupos estd relacionado com a variacdo da diversidade dentro de cada familia.
Algumas familias apresentam baixa diversidade, mas distdncia suficiente entre os
representantes para separagdo em diferentes grupos.

Ap6s a identificagdo dos grupos, as sequéncias foram alinhadas e calculada a
diversidade nucleotidica e protéica dentro dos grupos usando os métodos distincia-p e
kimura-2-parametros e correcdo de Poisson (Tabela 5 e 6).

Algumas familias apresentam-se bem dispersas, refletindo a diversidade das proteinas
(RHS, GP63 e MASP) e outras mais agrupadas (TcMUC e TcS). Comparando os grupos
formados usando os dados de DNA e proteinas ndo foram observadas grandes diferencas na
relacdo dos indices de diversidade e nimero de sequéncias formando cada grupo nas familias

DGF-1, SAP e mucin-like.

79



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

DGF-1 SAP RHS
- ] A -]
B = .
| - ; - . ! . .
= = z e,
] i .
- _ i ]
+- - - ¥
= -
= o
= =
: L]
- = ]
> 24 .
= T T T T T T T T j T T T T T
045 022 002 035 015 005 005 015 082 005 022 050
Mucin like TcMUC TcS
= ’ = ’ ":%-' & . 1 -
S 57 P = ‘t o
- |- A L = f c.
- o A
= g | 4
o - . .
LIl ~ :
=+ _ . £ S ,i,
B g .i;'ﬁ., = 7
5 " - o
= R & =
ST T T T T T T T T T T T T T T T T 1
03 01 01 03 05 OF 03 01 01 03 05 06 02 02 05
GP63 MASP
. o .
a Lt = L4
= - oty
o e
= = 3
- o
A =k S o
_ - P
= * .| =4 i
- & s
= 7 '. -
T T T T = T T T T
082 034 006 022 050 026 002 022 046

Figura 18. Proje¢do MDS representando o mapeamento e classificacdo dos genes de cada
familia. A projecdo foi produzida baseada nas matrizes de distincia de DNA com alinhamento
par-a-par. Cada grupo € representado por uma cor. Cada ponto representa um gene € a
distancia entre os genes reflete sua dissimilaridade. Os graficos sdo representados em

diferentes escalas para permitir uma melhor visualiza¢io dos grupos.
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Figura 19. Projecdo MDS representando o mapeamento e classificacdo das proteinas de cada
familia. A proje¢do foi produzida baseada nas matrizes de distdncia de proteinas com
alinhamento par-a-par. Cada grupo é representado por uma cor. O niimero de grupos de cada
familia usando as sequéncias de proteinas ¢ o mesmo daquele obtido pelo mapeamento
usando as sequéncias de DNA. Cada ponto representa uma proteina e a distancia entre os
genes reflete sua dissimilaridade. Os gréficos sdo representados em diferentes escalas para

permitir uma melhor visualiza¢do dos grupos.

Algumas familias apresentam uma enorme variacdo no nimero de representantes
dentro de cada grupo. Alguns grupos apresentam um nimero muito grande de genes e outros
sdo formados por apenas uma sequéncia. Além da variacdo do niimero de representantes
existe uma variacdo na diversidade entre os diferentes grupos dentro da mesma familia

(Tabela 5 e 6).
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Tabela 5. Diversidade nucleotidica dentro dos grupos de cada familia. O niimero de sequéncias formando o grupo e a diversidade nucleotidica

usando os métodos distancia-p e Kimura-2-pardmetros estdo presentes na primeira, segunda e terceira linha, respectivamente. O erro das

estimativas de diversidade foi calculado usando o método bootstrap com 1.000 réplicas indicado entre parénteses.

Familia C1 C2 C3 C4 C5 Co Cc7 C8 Cc9 C10
génica (azul) (rosa) (verde) (laranja) (vermelho) (preto) (roxo) (azul claro) (marrom) (cinza)
DGF-1 1 122 3 1 6 4 - - - -
0 0.100(0.001) 0.442(0.007) 0 0.112(0.006) 0.221(0.005) - - - -
0 0.108(0.002) 0.889(0.031) 0 0.125(0.007) 0.282(0.009) - - - -
SAP 1 9 5 8 1 1 12 - - -
0 0.153(0.013) 0.100(0.006) 0.071(0.006) 0 0 0.118(0.007) - - -
0 0.173(0.017) 0.117(0.009) 0.075(0.007) 0 0 0.130(0.008) - - -
RHS 11 30 7 6 4 13 43 - - -
0.303(0.007) 0.238(0.004) 0.284(0.006) 0.118(0.005) 0.162(0.006) 0.194(0.005) 0.260(0.004) - - -
0.402(0.013) 0.296(0.007) 0.402(0.013) 0.131(0.006) 0.187(0.009) 0.238(0.008) 0.331(0.007) - - -
Mucin 2 16 6 - - - - - - -
like 0.063(0.008) 0.126(0.006) 0.085(0.005) - - - - - - -
0.066(0.008) 0.140(0.007) 0.093(0.007) - - - - - - -
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Familia C1 C2 C3 C4 C5 Co Cc7 C8 Cc9 C10

génica (azul) (rosa) (verde) (laranja) (vermelho) (preto) (roxo) (azul claro) (marrom) (cinza)

TeMUC 271 33 67 230 1 3 1 - - -
0.414(0.011) 0.557(0.018) 0.320(0.010) 0.327(0.009) 0 0.033(0.008) 0 - - -
0.621(0.027) 0.645(0.020) 0.441(0.021) 0.438(0.017) 0 0.035(0.009) 0 - - -

TeS 26 51 264 2 33 75 11 12 16 18
0,197(0,004) 0,242(0,004) 0,253(0,004) 0,314(0,022) 0,269(0,005) 0,209(0,004) 0,252(0,006) 0,227(0,005) 0,310(0,005) 0,348(0,004)
0,362(0,016) 0,467(0,015) 0,414(0,010) 0,546(0,068) 0,456(0,014) 0,309(0,008) 0,411(0,020) 0,416(0,022) 0,804(0,004) 1,395(0,114)

GP63 27 7 3 8 26 19 24 8 - -
0.164(0.004) 0.441(0.007) 0.209(0.009) 0.054(0.003) 0.156(0.004) 0.435(0.008) 0.161(0.005) 0.294(0.013) - -
0.191(0.006) 0.811(0.030) 0.263(0.015) 0.057(0.003) 0.213(0.007) 1.017(0.071) 0.203(0.008) 0.473(0.040) - -

MASP 87 247 75 175 158 68 - - - -
0.232(0.007) 0.605(0.005) 0.463(0.006) 0.500(0.007) 0.522(0.005) 0.249(0.006) - - - -
0.284(0.011) 1.351(0.030) 0.775(0.021) 0.932(0.029) 1.015(0.021) 0.329(0.012) - - - -
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Tabela 6. Diversidade protéica dentro dos grupos de cada familia. O niimero de sequéncias formando o grupo e a diversidade protéica usando os

métodos distancia-p e correcdo de Poisson estdo presentes na primeira, segunda e terceira linha, respectivamente. O erro das estimativas de

diversidade foi calculado usando o método bootstrap com 1.000 réplicas indicado entre parénteses.

Familia C1 C2 C3 C4 Cs Co C7 C8 Cc9 C10
génica (azul) (rosa) (verde) (laranja) (vermelho) (preto) (roxo) (azul claro) (marrom) (cinza)
DGF-1 2 5 2 1 2 125 - - - -
0.170(0.021) 0.113(0.009) 0.245(0.041) 0 0.264(0.012) 0.160(0.003) - - - -
0.186(0.025) 0.120(0.009) 0.281(0.054) 0 0.306(0.017) 0.177(0/003) - - - -
SAP 8 6 10 1 1 10 1 - - -
0.443(0.015) 0.259(0.014) 0.280(0.015) 0 0 0.238(0.015) 0 - - -
0.821(0.050) 0.305(0.019) 0.334(0.022) 0 0 0.277(0.021) 0 - - -
RHS 72 6 16 3 6 9 2 - - -
0.449(0.008) 0.496(0.020) 0.404(0.011) 0.436(0.020) 0.450(0.013) 0.416(0.012) 0.624(0.018) - - -
0.610(0.016) 0.698(0.041) 0.548(0.022) 0.613(0.042) 0.656(0.031) 0.557(0.022) 0.979(0.050) - - -
Mucin 2 16 6 - - - - - - -
like 0.139(0.019) 0.243(0.014) 0.168(0.013) - - - - - - -
0.150(0.022) 0.282(0.018) 0.190(0.017) - - - - - - -

84



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

Familia C1 C2 C3 C4 Cs Co Cc7 C8 Cc9 C10

génica (azul) (rosa) (verde) (laranja) (vermelho) (preto) (roxo) (azul claro) (marrom) (cinza)

TeMUC 331 5 28 237 1 3 1 - - -
0.496(0.023) 0.551(0.016) 0.474(0.019) 0.509(0.022) 0 0.072(0.021) 0 - - -
0.705(0.048) 0.989(0.059) 0.669(0.038) 0.722(0.047) 0 0.077(0.024) 0 - - -

TcS 19 25 117 17 227 1 46 15 1 39
0,494(0,009) 0,250(0,008) 0,419(0,010) 0,448(0,009) 0,396(0,009) 0 0,353(0,009) 0,366(0,010) 0 0,394(0,009)
0,881(0,027) 0,320(0,012) 0,558(0,018) 0,651(0,020) 0,51390,015) 0 0,453(0,013) 0,492(0,023) 0 0,513(0,016)

GP63 2 26 48 4 10 14 8 10
0.489(0.026) 0.296(0.009) 0.415(0.011) 0.495(0.019) 0.595(0.013) 0.660(0.012) 0.125(0.009) 0.362(0.010) - -
0.671(0.050) 0.362(0.014) 0.602(0.025) 0.815(0.057) 1.052(0.055) 1.286(0.057) 0.138(0.011) 0.552(0.027) - -

MASP 134 148 132 66 146 184 - - - -
0.697(0.013) 0.729(0.015) 0.609(0.014) 0.677(0.014) 0.566(0.017) 0.729(0.014) - - - -

1.315(0.055)

1.380(0.061)

1.005(0.040)

1.247(0.056)

0.87890.044)

1.362(0.061)
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5.2.3.1. DGF-1

DGF-1 apresenta uma diversidade nucleotidica baixa (Tabela 5 e 6) e apresenta
variacdo suficiente para a formagdo de seis grupos (Tabela 5 e Tabela 6, Figura 18 e Figura
19). Grande parte da familia tem dispersao e diversidade muito baixa tanto para sequéncias de
DNA quanto proteinas € devido ao fato de que maioria das sequéncias sdo muito similares. Na
projecio de DNA, o grupo com maior nimero de sequéncias apresenta 122 genes,
correspondendo a 89% da familia, e na projecdo de proteina 125 sequéncias, correspondendo
a91,2% (Tabela 5 e 6). A familia apresenta ainda dois grupos na proje¢do de DNA, C1 (azul)
e C4 (laranja), e 1 grupo na projecdo de proteinas, C4 (laranja), com somente uma sequéncia.

Portanto a familia DGF-1 é formada por sequéncias mais distantes correspondendo a
10% das sequéncias analisadas, enquanto os outros 90% sdo sequéncias muito similares

formando um tnico grupo.

5.2.3.2. SAP

SAP também mostrou uma pequena dispersdo confirmando sua baixa diversidade.
Apesar da baixa diversidade, os genes sdo distantes o suficiente para serem separados em sete
grupos (Figura 18 e Figura 19, Tabela 5 e Tabela 6). O nimero de membros nos grupos
usando sequéncias de DNA e proteinas se mostrou similar (Figura 18 e Tabela 5). Algumas
sequéncias estdo mais distantes formando grupos com poucos membros, como O grupo rosa
na projecdo de proteinas (Figura 18).

A familia SAP apresenta trés grupos mais isolados nas sequéncias de protefnas. Os
grupos laranja, vermelho e roxo apresentam apenas 1 sequéncia mais distante. A distancia
entre os grupos contribui para o aumento da diversidade da familia.

Foi proposta uma defini¢do de quatro grupos da familia SAP de acordo com a
ocorréncia de motivos de enderecamento celular (Baida er al., 2006). Os quatro grupos
definidos por estes autores sao:

(i) Presenca de peptideo sinal e ancora GPI: proteinas ancoradas na superficie;

(ii) Apenas peptideo sinal: proteina secretada

(iii) Auséncia de peptideo sinal e Ancora GPI: proteinas intracelulares
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(iv) Presenca de ancora sinal ou auséncia de peptideo sinal e presenca de ancora

GPI: localizacdo nao conhecida

Os quatro diferentes grupos obtidos por Baida et al. (2006) foram mapeados nas
projecdes de DNA e proteinas (Figura 20), mas ndo foi observada uma correlagdo entre
presenca e auséncia destes motivos de enderecamento e os grupos obtidos usando nossa

abordagem.
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Figura 20. Identificacdo das proteinas da familia SAP que apresentam peptideo sinal, ancora sinal e sitio de adi¢do de dncora GPI. (A) padrdo de
dispersdao das sequéncias de DNA, (B) padrdo de dispersdo das sequéncias de proteinas. Sequéncias representadas pela cor preta apresentam
peptideo sinal e dncora GPI; cor azul apresenta somente peptideo sinal; verde apresenta ancora sinal ou auséncia de peptideo sinal e presenca de

ancora GPI, vermelho ndo apresenta peptideo sinal e ancora GPI.
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Andlise filogenética da familia SAP apresentou vérios nés que ndo tiveram apoio
estatistico significativo, mostrando que a relacdo entre os mesmos ndo pode ser inferida
(Figura 21). Além disso, ndo € possivel a separagdo das proteinas em ramos monofiléticos

apresentando os mesmos motivos para endere¢camento de proteinas.
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Figura 21. Arvore consenso NJ usando sequéncias de proteinas da familia SAP. Ramos
representados pela cor preta sdo sequéncias com peptideo sinal e ancora GPI; cor azul
apresenta somente peptideo sinal; verde apresenta dncora sinal/auséncia de peptideo sinal e
presenca de ancora GPI; vermelho ndo apresenta peptideo sinal e ancora GPI. Foi usado teste

de bootstrap com 1.000 réplicas e mantidos os ndés com mais de 50%.
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5.2.3.3. RHS

RHS apresenta uma diversidade maior em relacdo as duas familias anteriores e padrdo
de dispersdo dos genes suficiente para ser classificada em sete grupos (Figura 18 e Figura 19).
Alguns grupos RHS apresentam muitas sequéncias com menor diversidade, outros com
poucas sequéncias e alta diversidade, tanto para grupos usando sequéncias de DNA quanto de
proteinas (Tabela 5 e 6). Os maiores grupos de RHS na projecdo de DNA sdo o rosa e o roxo
com 30 e 43 dos genes, respectivamente, representando aproximadamente 60% dos genes da
familia. Ambos os grupos apresentam diversidade intermedidria comparado com os outros
grupos da familia. Na projecdo de protefnas encontramos o grupo azul com 72 representantes
e sequéncias mais relacionadas por formarem um grupo com diversidade menor. Os outros
grupos sdo formados por um menor nimero de sequéncias e com diversidade similar ou maior
que os grupos com mais sequéncias. A projecdo protéica de RHS apresentou ainda o grupo
roxo mais distante com dois representantes e com maior diversidade, mostrando que essas
proteinas também sdo muito divergentes entre si.

As sequéncias da familia RHS estdo concentradas em somente poucos grupos que
representam 60% das sequéncias analisadas, sendo o restante sequéncias divergentes que

formam grupos pequenos com grande variacao.

5.2.3.4. Mucin-like

A projecao da familia mucin-like mostra claramente a formacgdo de trés grupos, tanto
para a projecdo usando sequéncias de DNA como de proteina (Figura 18 e Figura 19). A
familia mucin-like foi a Unica familia que apresentou os grupos sendo formados pelos
mesmos membros usando sequéncias de DNA e proteinas, mostrando que os grupos sao bem
definidos. As sequéncias de DNA apresentaram diversidade proporcional a quantidade de
sequéncias em cada grupo, mas os grupos de proteinas apresentam diferente nimero de
sequéncias com diversidade similar (Tabela 5 e 6). Assim como a familia DGF-1, mucin-like
mostrou um grupo com a maioria dos genes (grupo rosa com 66,7% dos genes). A
concentracdo dos genes em apenas um grupo contribui para a baixa diversidade da familia. Os
outros dois grupos também apresentam baixa diversidade. A diversidade total da familia é

devida, principalmente, as distancias entre os grupos.
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5.2.3.5. TcMUC

A familia TcMUC apresenta uma distribuicdo continua dos genes/proteinas, tendo sido
formados seis grupos (Figura 18 e Figura 19). Somente alguns genes estdo um pouco mais
afastados dessa distribui¢do continua. A maioria dos genes TcMUC da projecdo de DNA
pertencem aos grupos azul e laranja, com 271 (44%) e 230 (40%) genes, respectivamente,
apresentando alta diversidade (Tabela 5 e 6). Na projecdo de proteinas os grupos azul e
laranja também apresentam alta diversidade e sdo formados por um grande ndmero de
sequéncias. Esses sdo os grupos que formam a maior regido de continuidade encontrada na
familia. Esses dois grupos encontrados na projecio de DNA e proteinas apresentam
diversidade similar aos outros grupos mesmo apresentando mais representantes.

A projecdo da familia TcMUC foi comparada com a classificacdo da familia em
grupos TcMUC I, TcMUC II e TcMUC 111, que foi baseada na presenca/auséncia, niimero de
determinadas repeti¢des e sequéncias especificas encontradas nas proteinas (Buscaglia et al.,
2006) (Figura 22 e Figura 23). Existe uma grande correspondéncia da classificacdo proposta
por Buscaglia e colaboradores (2006) e a distribuicdo espacial da proje¢do usando sequéncias
de DNA. A maioria dos genes TcMUC I correspondem ao grupo C3 (verde escuro), enquanto
que genes TcMUC I estdo distribuidos entre todos os grupos. Entretanto, existem alguns
genes cuja dispersdo parece ndo estar de acordo com a classificacdo. Trés genes classificados
como TcMUC I foram encontrados no grupo C4 (laranja), que é formado, na sua maioria, por
genes TcMUC II. O grupo C3 (verde escuro), que é formado principalmente por TcMUC 1,
apresenta outros 20 genes TcMUC II, trés deles localizados no centro do grupo. A andlise das
sequéncias dos genes TcMUC I que estdao préximos de TcMUC 1I e vice-versa mostrou que
os genes codificam um mosaico de repeti¢des tanto de TcMUC I como TcMUC II, além de
novos motivos (repeticdes TsEAP) ndo previamente associadas a nenhum grupo (anexo 1).
Este padrdo pode justificar a localiza¢do destas sequéncias em uma posi¢do intermedidria no
MDS.

Existem somente dois genes classificados como TcMUC III e eles aparecem
agrupados na projecdo espacial. Existem ainda um dos genes TcMUC que ndo € classificado
em nenhum dos trés grupos propostos por Buscaglia e colaboradores (anotado como
TcMUC). De fato, esse gene estd localizado mais distante da maioria dos outros genes

TcMUC na projegao.
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As repeti¢des que definem os grupos TcMUC I (TsKP,) e TcMUC I (TsK/QAP)
foram encontradas em 56 e 303 membros, respectivamente. Nesses membros ainda foram
encontradas variagdes no nimero de treoninas encontradas em ambas as repeti¢des. Nos
membros TcMUC I foram encontrados motivos com as repeticdes T¢.12KP,, sendo o motivo
TsKP; o mais frequente com 71,4%. Ja nos membros TcMUC 1I foi encontrada uma variacao
maior existindo motivos com as repeticdes Ts,0K/QAP, sendo o motivo TgK/QAP o mais
frequente com 38%. Foi encontrado ainda um terceiro motivo em 148 sequéncias (TsEAP).
Esse terceiro motivo também apresentou grande variagdo em relagdo ao nimero de treoninas
(TsEAP até To,oEAP), sendo o motivo mais frequente TsEAP com 36%.

Existem ainda 14 sequéncias do grupo TcMUC I e 71 sequéncias do grupo TcMUC II
que apresentam também o motivo TsEAP, e 5 sequéncias que apresentam tanto 0s motivos
TsKP,, TsK/QAP como TsEAP. Entdo as repeti¢des caracteristicas de TcMUC I e TcMUC 11
ndo sdo exclusivas de cada grupo além de existir uma terceira variante (TsEAP) muito
frequente nas proteinas TcMUC II. As proteinas classificadas como TcMUC I e TcMUC II se
mostraram distantes, mas foi possivel observar proteinas que apresentam caracteristicas dos
dois grupos formando uma faixa continua, mostrando que esses dois grupos ndo sdo

completamente separados.
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Figura 22. Projecao MDS usando sequéncias de DNA da familia TcMUC. (A) classificacdo usando o método kmeans, (B) classificagdo proposta
por Buscaglia e colaboradores (2006). As cores no grafico B representam os grupos TcMUC I (preto), TcMUC II (vermelho), TcMUC III (azul)
e TcMUC (verde claro).
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Figura 23. Proje¢cdo MDS usando sequéncias de proteina da familia TcMUC. (A) classificagdo usando o método kmeans, (A) aproximagao da

regido destacada no painel A, (C) aproximacdo da regido destacada no painel A e classificacdo proposta por Buscaglia e colaboradores (2006).

As cores no grafico C representam os grupos TcMUC I (preto), TcMUC II (vermelho), TcMUC III (azul).
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Figura 24. Projecdo MDS usando sequéncias de DNA da familia TcMUC. Sequéncias

que apresentam os motivos TgKP; TsK/QA; TsEAP; e TsEAP com motivos TsKP; e

TsK/QAP degenerados.
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Figura 25. Projecio MDS usando sequéncias de proteina da familia TcMUC.
Sequéncias que apresentam os motivos TgKP>. TsK/QAP; TsEAP; e TsEAP com
motivos TsKP, e TsK/QAP degenerados. Todos os painéis sdo aproximacdes da regido

destacada no painel A da Figura 24.
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5.2.3.6. TcS

Descricao detalhada da familia se encontra na primeira parte deste trabalho.

5.2.3.7. Metaloprotease GP63

GP63 apresentou oito grupos, que sdo muito distantes contribuindo para a alta
diversidade da familia (Figura 18 e Figura 19). Além da distancia entre os grupos existe a
grande dispersdo das sequéncias dentro dos grupos contribuindo para o aumento na
diversidade. A familia ¢ formada por grupos pequenos com grande diversidade e também
grupos com maior nimero de sequéncias que apresentam menor diversidade (Tabela 5 e 6).

O motivo HExxH, onde “x” representa qualquer aminoécido, € altamente conservado
nas metaloprotease GP63 e importante para essa atividade, sendo os residuos de histidina e
dcido glutdmico essenciais para atividade catalitica de GP63, fazendo a ligacdo ao zinco e
hidrélise de peptideos, respectivamente (Mcgwire e Chang, 1996). O motivo HExxH foi
encontrado na maioria das proteinas (74%) e grupos (Figura 26). O motivo HExxH ndo foi
encontrado em nenhuma sequéncia dos grupos roxo e vermelho, que sdo grupos proximos.
Algumas sequéncias ndo apresentaram o motivo HExxH, enquanto outras sequéncias, como
nos grupos preto e verde escuro, apresentaram formas degeneradas do motivo HExxH. Os
motivos degenerados encontrados foram HFxxH em quatro sequéncias do grupo preto e
HExxR em 1 sequéncia do grupo verde escuro.

Estudos prévios propuseram a separa¢do de membros da familia GP63 de T. cruzi em
dois grupos principais (GP63-1 e GP63-II) apresentando diferengas no comprimento das
sequéncias e na ocorréncia de peptideos para enderecamento celular (Cuevas et al., 2003). A
identificacdo das proteinas mais similares as sequéncias identificadas como GP63 grupo I (gi
31322788, mais similar a Tc00.1047053508611.30) e GP63 grupo II (gi 31322790, mais
similar a Tc00.1047053506587.100) mostra que essas duas sequéncias, fazem parte do
mesmo grupo na andlise de projecdo e agrupamento (Figura 26). Para verificar se existem
sequéncias similares a GP63-1 e GP63-II em outros grupos foram identificadas todas as
sequéncias anotadas como GP63 que apresentavam tanto similaridade quanto cobertura
minima de 80% com cada uma destas sequéncias. Foram identificadas 7 e 22 sequéncias mais

similares aos grupos I e II, respectivamente. Todas estas proteinas similares a GP63-1 e GP63-
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IT fazem parte do mesmo grupo, mostrando que realmente a variabilidade da familia é muito
maior que a representada pelos dois grupos (dados ndo mostrados).

Membros da familia GP63 analisados no nosso trabalho incluem sequéncias que ndo
apresentam o motivo HExxH tipico dessas proteinas, sendo essas proteinas deficientes do

motivo metaloprotease possivelmente incapazes de exercer atividade metaloprotease.
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Figura 26. Identificacdo das proteinas que apresentam similaridade com GP63-1 e GP63-II de acordo com a classificagdo de Cuevas e Cazzulo
(2003). (A) Mapeamento das proteinas mais similares as sequéncias representantes dos grupos GP63-1 e GP63-1I na proje¢do MDS das proteinas
da familia GP63. Numeros identificadores (GI) das sequéncias usadas como referéncia para cada um dos grupos sao: Tc00.1047053508609.10
(GP63-Ia, GI: 31322786); Tc00.1047053508611.30 (GP63-Ib, GI: 31322788), Tc00.1047053506587.100 (GP63-II, GI: 31322790). (B)
Identificagdo de proteinas que apresentam o motivo conservado HExxH. As proteinas que apresentam o motivo HExxH estdo concentradas em
duas regides correspondentes aos grupos verde escuro e rosa da projecdo de proteina. Proteinas que apresentam o grupo HExxH estdo

representadas em vermelho e proteinas que ndo apresentam o motivo estdo representadas em preto.
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5.2.3.8. MASP

Os genes MASP apresentam dispersdo e variagdo suficiente para a formacdo de
seis grupos, todos eles com um ndmero grande de genes (Figura 18 e Figura 19). Assim
como a familia TcMUC, a grande diversidade da familia MASP é devido a grande
dispersdo dos genes, apresentando em algumas partes dispersdo continua,
principalmente na projecdo de proteinas, formando grupos com alta diversidade (Tabela
5 e 6). Esta familia apresentou também a menor variagdo de diversidade e niimero de
sequéncias entre 0s grupos, mas apresentou também todos os grupos com alta
diversidade mostrando que existe grande divergéncia tanto entre os grupos quanto
dentro dos grupos.

Os 39 genes quimeras que fazem parte da familia MASP, possuindo extremidade
N- ou C-terminal de TcMUC ou C-terminal de TcS (Bartholomeu er al., 2009),
pertencem aos grupos vermelho, rosa, laranja e verde da projecdo usando sequéncias de
DNA, esses grupos apresentam mais relacionados e préximos, formam uma dispersdo
continua no centro do MDS (Figura 27). Aproximadamente 82% dos genes quimeras
sdo encontrados nos grupos rosa e vermelho na dispersdo de DNA.

A familia MASP possui a maior diversidade dentre as proteinas de superficie,
existindo um conjunto de sequéncias com variacdo continua sem uma separacdo
completa dos grupos formados por essas sequéncias. As sequéncias quimeras sio mais
frequentes nas sequéncias encontradas nesse conjunto de sequéncias que apresentam

variacdo continua, aumentando a varia¢do desses grupos.

100



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

MASP
.

] ot
[m] -
~ |
[m]
o .
o | -

s,

.

..%

%
o~ | ke *
Q@ ' .

.
~. .
.

< | :.'f
< o ST
@« [
S

0.4 0.2 0.0 02 0.4 06

Figura 27. Identificacdo dos genes quiméricos de MASP na projecdo MDS usando a

matriz de distincia par-a-par de DNA. Os genes quimeras estdo destacados em cinza.

5.2.4. Correspondéncia entre as classificacoes usando as sequéncias de DNA e

proteinas

A fim de verificar se existe uma correspondéncia entre a classificagdo de DNA e
proteina para as familias analisadas neste estudo, a cor de cada gene atribuida na
classificacdo dos grupos usando os dados de DNA (Figura 18) foi mapeado na projecao
MDS de proteina da Figura 19.

Como pode ser visto na Figura 28, a maioria das familias mostrou boa
correspondéncia comparando as duas projecdes, com exce¢do da familia MASP. Os
grupos formados usando sequéncias de DNA de MASP C2 (rosa), C4 (laranja) e C5
(vermelho) foram os que apresentaram menor correspondéncia, mostrando um padrio
de dispersdo mais espalhado e misturados entre si na projecdo de proteinas. Os outros
grupos (azul, preto, verde escuro) apresentaram boa correspondéncia da classificacdo do

DNA com a distribui¢do usando as distancias de proteina (Figura 28).
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Figura 28. Projecio MDS usando matriz de distancia das sequéncias de proteinas
produzida por alinhamentos par-a-par. As cores de cada proteina foram atribuidas de

acordo com a classificagdo das matrizes de distdncia nucleotidica.

5.2.5. Comparacio entre as distancias nucleotidicas e protéicas

A falta de correspondéncia encontrada em algumas sequéncias de DNA e
proteinas das diferentes familias pode ter surgido através de mutacOes indel que
provocaram a mudanga da fase de leitura do gene, levando a produgdo de proteinas que
apresentam uma variagdo maior do que aquela encontrada comparando os pares de
sequéncias de DNA. A fim de identificar quais familias apresentam essa variacio foi
realizada a comparagcdo de todos os pares de distdncias de DNA e proteinas. As
distancias de DNA e proteina foram comparadas para todos os pares de sequéncias para
avaliar o efeito das mutacdes indel que teriam provocado mudanga da fase de leitura e
provocado alteragdes drasticas nas proteinas (Figura 29).

Como esperado, normalmente existe uma correlacdo positiva entre as duas
medidas de distancia. As familias mucin-like ¢ SAP foram as que mostraram maior
correspondéncia das medidas para todos os pares de genes. Dentro das outras familias

essa correspondéncia ndo € observada para todos os pares de sequéncias (Figura 29).
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Existem casos apresentando alta diversidade nucleotidica e baixa diversidade
protéica indicando a ocorréncia de substitui¢des silenciosas, e também existem casos de
pares com baixa diversidade nucleotidica e alta diversidade protéica, indicando que
pode ter ocorrido uma mutacdo (indel) que provocou a mudanca da fase de leitura de

uma dessas sequéncias.
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Figura 29. Comparagdes das distancias de DNA e proteinas encontradas nos
alinhamentos par-a-par de cada familia. O eixo x representa a distdncia de DNA e o eixo
y representa a distincia protéica. A linha que melhor representa os dados € mostrada em

cinza. O valor rho mostra a correlagdo entre as duas distincias.

Como a familia MASP apresentou o menor valor de correlagio entre a distancia
nucleotidica e protéica, as mesmas andlises foram realizadas para cada um dos grupos
de DNA (Figura 30). As comparagdes entre as distancias nos grupos da familia MASP
apresentam também valores menores na correlacdo, mostrando que dentro dos grupos
existe também uma alteracio da relacao entre as duas medidas de distancia.

As correlagdes nos grupos azul, rosa, laranja e preto apresentam mais similares e
aproximadamente rho=0,36, enquanto que os grupos verde escuro e vermelho

apresentaram valores menores, 0,2032 e 0,1226, respectivamente. Vale ressaltar que o
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grupo vermelho que apresentam menor valor de correlagdo possui o maior nimero de
sequéncias quiméricas, o que poderia pelo menos em parte justificar a menor

correspondéncia entre as duas métricas neste grupo.

Azul Rosa Verde

rho = 0.3626 rho = 036853 o rho = 02032 o

Distancia de Proteina

Laranja Vermelho Preto

rho = 0.3831 rho = 01228 rho = 0.3826

= - =+ - LN - —

Distancia de proteina

Disténcia DNA Disténcia DNA Distdncia DNA

Figura 30. Comparagdes das distancias de DNA e proteinas encontradas nos
alinhamentos par-a-par de cada um dos grupos da familia MASP. O eixo x representa a
distdncia de DNA e o eixo y representa a distancia protéica. A linha que melhor
representa os dados é mostrada em cinza. O valor rho mostra a correlacio entre as duas

distancias.

Como mostrado anteriormente, a familia MASP apresenta a maior diversidade
de sequéncia e tamanho dentre todas as familias analisadas o que dificulta o
alinhamento das sequéncias. As sequéncias da familia MASP também foram separadas
usando como critério o tamanho das sequéncias para tentar evitar falta de
correspondéncia devido possiveis problemas encontrados no alinhamento de sequéncia
com tamanhos tdo diferentes. Os resultados da comparacdo das duas distancias mostra
que existe uma relacdo direta forte entre as duas distancias, ou seja, aumentando a
distancia nucleotidica aumenta a distancia protéica (Figura 31).

As distdncias e classificagdo encontradas na sequéncias de DNA e proteinas

apresentam uma boa correlacdo exceto para a familia MASP. Parte dessa falta de
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correspondéncia da familia MASP pode ser devido a dificuldade em se alinhar
sequéncias tdo diferentes ou devido a mutacdes de mudanca de fase de leitura que

provocam grandes alteracdes na sequéncias de proteinas.
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Figura 31. Comparagdes das distancias de DNA e proteinas encontradas nos
alinhamentos par-a-par de MASP separados por tamanho do gene. O eixo x representa a
distdncia de DNA e o eixo y representa a distancia protéica. A linha que melhor
representa os dados é mostrada em cinza. O valor rho mostra a correlacio entre as duas

distancias.

5.2.6. Diversidade das sequéncias 3’ flanqueadoras das grandes familias génicas

de T. cruzi.

Conforme mencionado anteriormente, a regulagdo da expressdo génica em
tripanosomatideos é pds-transcricional e feita principalmente através de motivos
regulatorios presentes na sequéncia 3’UTR do mRNA maduro que modulam a
estabilidade do transcrito. Na auséncia de dados funcionais, o conhecimento sobre a
diversidade dessas sequéncias poderia dar indicios sobre se 0s membros de uma mesma

familia estaria sujeitos a mecanismos de controle de expressdo semelhantes, caso estas
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sequéncias sejam muito similares, e/ou se diferentes grupos estariam submetidos a
diferentes mecanismos de controle de expressdao génica, caso haja uma associagdo entre
a clusterizac@o das 3’UTRs e a classificacdo dos diferentes grupos proteinas da familia.
Como ainda nio hd dados de RNAseq disponiveis para T. cruzi que permitiriam o
mapeamento em larga escala das regides 3’UTRs dos transcritos do parasito, nds
decidimos realizar as andlises de diversidade dos 300 nt abaixo do c6don de terminacdo
dos genes das familias, uma vez que nosso grupo de pesquisa demonstrou ser este o
valor médio de tamanho das regides 3°’UTR de 7. cruzi (Campos et al., 2008).

Interessantemente, apesar das familias TcMUC e MASP apresentarem valores
altos de diversidade nucleotidica e protéica, as sequéncias 3’ flanqueadoras destas
familias sdo as mais conservadas dentre todas as familias analisadas (Figura 32). Ambas
as familias apresentam grupos com pouca dispersdo e apresentando varia¢do continua.
Apresentam também poucas sequéncias mais distantes que ficam mais afastadas dos
principais grupos. Na familia TcMUC ainda é possivel observar a formagdo de duas
regides separadas com maior concentragio de sequéncias, mostrando existir dois grupos
principais.

As sequéncias 3’ flanqueadoras das familias DGF-1, RHS, TcS e GP63
apresentaram maior dispersdo quando comparadas com o padrdo de dispersdo das
sequéncias das familias TcMUC e MASP (Figura 32). As familias DGF-1 e RHS
apresentaram regides distantes umas das outras com concentracdo de sequéncias e
continuidade da dispersdo, mostrando gradiente de diversidade dentro dessas regides. A
familia GP63 apresentou uma distribui¢do mais ampla e menos continua comparada
com as sequéncias 3’ flanqueadoras de outras familias. A familia TcS também apresenta
uma distribui¢do ampla e continua em algumas partes mostrando uma grande variagdo

nestas sequéncias.
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DGF-1 RHS TeMUC

TcS GPE3 MASP

Figura 32. Proje¢do MDS das sequéncias 3’ flanqueadoras (300 nt apds o cddon de

terminacdo dos genes) para cada familia. Todos os gréficos estdo na mesma escala.

Nés em seguida mapeamos a classificacdo dos grupos protéicos de cada familia
no padrdo de dispersdo das sequéncias 3’ flanqueadoras, a fim de ter algum indicio de
que sequéncias 3’ flanqueadoras similares pudessem controlar a expressdo de grupos

especificos de cada familia. A seguir estdo descritas as andlises para cada familia.
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Figura 33. Projecdo MDS das sequéncias 3’ flanqueadoras (300 nt) apés o cédon de

terminacdo para cada familia e mapeamento da classificacdo dos grupos protéicos de

cada familia no padrao de dispersdo das sequéncias 3’ flanqueadoras. Os graficos sdo

representados em diferentes escalas para permitir uma melhor visualizagéo.

5.2.6.1. DGF-1 - 3’flanqueadora

A comparacdo da projecdo da regido 3’ flanqueadora com a classificacdo

encontrada usando sequéncias de proteinas mostra que sequéncias mais distantes na

classificacio de proteinas apresentam-se mais afastadas das regides com maior

concentracdo de sequéncias 3’ flanqueadoras (sequéncias mais similares) (Figura 33).

5.2.6.2. GP63 - 3’flanqueadora

A projecdo mostra que os genes GP63 apresentam a regido 3’flanqueadora bem

diversa apresentando grande dispersdo. A familia GP63 possui pelo menos dois grupos,

apresentando regides 3’ flanqueadoras mais similares representadas pela cores verde

escuro e rosa, regides mais proximas formando uma regido quase exclusiva para as

108



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

sequéncias 3’flanqueadoras pertencentes os genes desses dois grupos (Figura 33). Os
grupos roxo e azul claro também parecem formar uma pequena regido com sequéncias
3’flanqueadoras mais similares, mas essa regido ndo estd clara como para as sequéncias
pertencentes aos genes dos grupos verde escuro e rosa.

Existe ainda outra regido com ampla dispersdo que apresenta vdrias sequéncias
3’ flanqueadoras pertencentes a diferentes grupos protéicos. Essa regido mostra
sequéncias mais préximas, entretanto possuem diversidade por estarem distantes e
mostra que genes GP63 de diferentes grupos apresentam sequéncias 3’flanqueadoras

similares.

5.2.6.3. MASP — 3’flanqueadora

De modo interessante, apesar dos indices de diversidade nucleotidica e protéicos
para MASP serem os mais altos quando comparados com as outras familias, o inverso é
observado quando se analisa a regido 3’ flanqueadora. A regido apds o cddon de
terminacdo dos genes da familia MASP apresenta dispersdo muito baixa mostrando que
essas sequéncias sdo muito similares (Figura 33). A compara¢do da projecdo das
sequéncias 3’flanqueadoras com a classificacio encontrada usando sequéncias de
proteinas mostra que ndo existe a separacdo das sequéncias 3’flanqueadoras mais
similares pertencentes a um determinado grupo protéico. As sequéncias sdo tdo
similares que as cores dos grupos protéicos na projecdo apresentaram-se totalmente

misturadas (Figura 33).

5.2.6.4. TcMUC - 3’flanqueadora

A projecdo das sequéncias 3’flanqueadoras da familia TcMUC apresentou a
formacdo de duas regides com concentracdo de sequéncias (Figura 34). Essa projecdo
foi comparada com a classificacdo de proteinas. Essa comparacdo mostra que existe
uma concentragdo de proteinas do grupo laranja em uma das regides do MDS das
sequéncias TcMUC-3’flanqueadora, enquanto a outra regido TcMUC-3’flanqueadora
apresenta maior concentracdo de sequéncias pertencentes a genes codificadores de

protefnas do grupo azul. Padrdo similar é encontrado quando comparamos a projecio
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TcMUC-3’flanqueadora com a classificacdo das familias descrita por Buscaglia et al.
(2006), apresentando maior concentragdo de sequéncias 3’flanqueadoras de genes
codificadores de proteinas TcMUC I em uma regido, enquanto as sequéncias de genes
codificadores de proteinas TcMUC II estdo mais concentradas em outra regido.
Entretanto, ndo existe uma regido exclusiva representada apenas por TcMUC I ou

TcMUC 1I1.
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Figura 34. Proje¢do MDS das sequéncias 3’flanqueadoras (300 nt) apds o cédon de terminacdo dos genes da familia TcMUC. (A) As cores

representam os 7 grupos definidos na projecio MDS usando as sequéncias de proteinas, (B) aproximacdo da regido destacada no painel A, (C)

aproximacgao da regido destacada no painel A, TcMUC I (preto), TcMUC II (vermelho), TcMUC III (azul) e TcMUC (verde claro).
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5.2.6.5. RHS - 3’flanqueadora

A projecdo das sequéncias 3’flanqueadoras da familia RHS apresenta a formagdo de
trés regides continuas, duas apresentando uma regido de maior continuidade (Figura 33). A
comparagdo da projecdo com a classificagdo encontrada usando a projecio MDS de
sequéncias protéicas RHS mostra que os grupos de maior continuidade sdo representados na
sua maioria por sequéncias do grupo azul enquanto que a regido de sequéncias de menor
continuidade apresenta-se enriquecido com sequéncias dos grupos vermelho e laranja,
mostrando que esses dois grupos apresentam sequéncias 3’flanqueadoras mais similares
(Figura 33).

As proje¢des das sequéncias flanqueadoras mostram que algumas familias apresentam
grande variabilidade enquanto outras, pouca diversidade, e que esta variabilidade ndo estd
associada a diversidade da sequéncia codificadora. Os resultados de expressdo obtidos por
PCR-tempo real de TcS mostram que € possivel fazer algumas previsdes sobre a expressdao

dos genes usando esses dados de variabilidade na regido flanquedora 3’ (Figura 33).
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5.3. Mecanismos evolutivos

5.3.1. Indels e mudanca da fase de leitura

A familia MASP apresentou diversidade muito maior que as outras familias além da
falta de correspondéncia entre as distancias dos pares de sequéncias de DNA e proteinas.
Parte dessa alta diversidade encontrada nas proteinas e falta de correspondéncia pode ter
surgido por mutacdes indel alterando a fase de leitura do gene. Para verificar se mutagdes
indel contribuem para a geracdo de diversidade na familia MASP foi realizado o alinhamento
par-a-par dos genes MASP completos (genes que codificam ambas as extremidades
conservadas, N- e C-terminal) e calculado nimero de gaps em fase e fora de fase de leitura de
cada alinhamento. A distincia protéica também foi calculada e comparada com o nimero de
gaps em fase e fora de fase encontrados no alinhamento usando a sequéncias de DNA.
Usando o coeficiente de correlacdo de Spearman foi verificada a existéncia de associagdo

significativa entre essas métricas (Figura 35).

A B
rho = 0.2613 rho = 0.5742

GAP/alinhamento
GAP/alinhamento

Disténcia Disténcia

Figura 35. Associagd@o entre nimero de gaps em fase e fora de fase com distincia protéica na
familia MASP. A — distancia protéica versus nimero de gaps em fase, correlagdo 0.2613; B —
distancia protéica versus nimero de gaps fora de fase, correlacio 0.5742. Todas as
associacdes foram significativa com valor p < 0.025 usando a correcdo de Bonferroni. A linha

que melhor se ajusta aos dados é mostrada em cinza.

113



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

O numero de indels em fase comparando com a distdncia protéica mostraram uma
relacdo fraca direta e significativa (rho = 0,2613, p << 0,025). Quando se compara a relacio
do nimero de gaps fora de fase com a distincia protéica surge uma relagdo direta forte e
significativa (rho = 0,5742, p << 0,025).

Ambas as comparacdes dos dois tipos de gaps contra a distancia protéica mostram que
quanto maior a distdncia protéica, menor serd o nimero de gaps em fase e maior aqueles fora
de fase.

Outra abordagem para identificar possiveis substituigdes nucleotidicas que poderiam
causar grandes mudancas na sequéncia de proteinas MASP foi a busca de pares de sequéncias
que ndo apresentavam correspondéncias entre a distancia nucleotidica e protéica. A busca foi
realizada consultando as matrizes de distincia par-a-par de DNA e proteina, por distancia
nucleotidica < 0.4 e protéica > 0.9.

A busca de pares de sequéncias que apresentavam diferenca expressiva entre a
distancia nucleotidica e protéica resultou em uma lista de 35 casos, envolvendo 43 genes
MASP. Em seguida, se verificou se os 43 genes encontrados apresentavam-se em uma regido
contendo no minimo trés sequéncias reads para a montagem do consenso ao longo de toda a
extensdo do gene. Treze genes satisfizerem este critério, totalizando sete casos (pares) em que
a distancia nucleotidica < 0.4 e protéica > 0.9.

Os alinhamentos das sequéncia de DNA e proteinas nos sete casos mostram que
existem trechos com alta identidade entre as sequéncias de DNA e baixa identidade entre as
sequéncias de proteinas (Figura 36). O alinhamento de proteinas ainda foi avaliado usando a
matriz BLOSUMG62 para verificar se existia similaridade nos trechos com menor identidade,
mas a regido de baixa identidade na sequéncia de DNA também ndo apresenta similaridade
nas sequéncias correspondentes de proteinas. A falta de similaridade em alguns trechos da
sequéncia de protefnas poderia ser provocada pela alteragdo da fase de leitura de um dos
genes. Algumas dessas regides sdo flanqueadas por gaps nas sequéncias de DNA o que
poderia ser um indicio de que ocorreu a mudanga da fase de leitura.

A andlise de um desses casos mostra a identidade do alinhamento das sequéncias de
DNA e proteinas dos genes Tc00.1047053506501.110 e Tc00.1047053506965.100. As
sequéncias de DNA apresentam trechos de alta identidade (representado por barras vermelhas
na Figura 36), mas as sequéncias correspondentes a esses trechos nas proteinas apresentam
baixa identidade. Esses trechos de pouca identidade nas sequéncias de proteina acontecem

depois de mutacdes indel (Figura 36).
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Figura 36. Representacdo do padrio de identidade das sequéncias de DNA e proteinas dos genes Tc00.1047053506501.110 e
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Tc00.1047053506965.100. Os painéis A e B estdo representando a identidade entre as sequéncias de DNA e proteinas, respectivamente. As
barras com valor 2 indicam match no alinhamento (vermelho), 0 indicam mismatch e -1 gap (cinza). O gréfico C foi produzido usando a matriz
BLOSUMG62 para avaliar a existéncia de similaridade na sequéncia depois da alteracdo da fase de leitura. Valores maiores que 1 estdo indicados

em vermelho e valores menores que 0, em preto.
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5.3.2. Numero de possiveis codons de parada

O surgimento de indels que alteram a fase de leitura do gene pode levar a formacao de
cédons de parada ao longo do mesmo, interrompendo a traducdo de uma sequéncia
polipeptidica. O surgimento de mutagdes indel que alteram a fase de leitura seria vantajoso
como mecanismo para geracio de variabilidade para genes que apresentam menor frequéncia
a gerar cddons de parada devido a essas alteracdes. A frequéncia de uma familia génica gerar
codons de parada pode ser verificada computando quantos codons de parada sdo gerados
quando acontecem mudancas na fase de leitura logo no primeiro cédon. E ainda interessante
saber as posicoes desses codons de parada nas sequéncias para verificar se existem posicoes
que seriam mais propensas a gerar diversidade por esse possivel mecanismo de mutacoes
indel. Foi computado o nimero e a posi¢do de codons de paradas possiveis de serem
formados alterando a fase de leitura dos genes das familias com grande nimero de sequéncias
e alta diversidade (GP63, TcS, RHS, TcMUC e MASP). Esses valores foram comparados
com o nimero médio de cddons de parada gerados na alteracdo da fase de leitura de
sequéncias aleatdrias criadas usando codon usage especificos calculados para cada familia
(ver material e métodos) (Figura 37).

Os valores médios de cddons de paradas das familias GP63, RHS, e TcS (22; 41,23 e
41,38, respectivamente), foram maiores que os valores médios encontrados nas sequéncias
aleatérias (15,57; 29,09 e 21,78, respectivamente). Os valores médios de cédons de parada
encontrados para as familias TcMUC e MASP foram aproximadamente a metade (7,2 e 10,13,
respectivamente) dos valores encontrados em sequéncias aleatérias (15,52 e 19,81,

respectivamente).
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Figura 37. Frequéncia dos cédons de parada produzidos por mudanca de fase de leitura
provocada no primeiro cédon. RAND (R) representa 1.000 sequéncias codificadoras

aleatdrias produzidas usando codon usage calculados para cada familia génica.

A posicdo dos cédons de parada em cada familia génica mostra que existe uma
variacdo na frequéncia ao longo das sequéncias (Figura 38), enquanto que as sequéncias
aleatdrias apresentam frequéncia mais homogénea ao longo da sequéncia. Mesmo existindo
essa variacdo, as familias GP63, RHS e TcS ndo apresentam uma regido com menor
frequéncia de cédons de parada comparado com os conjuntos de sequéncias aleatdrias.

As familias MASP e TcMUC, entretanto, apresentam as extremidades 5° e 3’ com
uma frequéncia menor de cédons de parada em relacdo ao conjunto de sequéncias aleatdrias.
A extremidade 3’ de TcMUC apresenta um longo trecho com frequéncia reduzida de
possiveis cédons de parada, correspondente a 30% do tamanho da sequéncia a partir da
extremidade 5°.

Os genes MASP e TcMUC apresentam uma frequéncia menor a formacio de cédons
de parada no gene como resultado de alteracGes na fase de leitura. Essa caracteristica estd

presente principalmente nas extremidades 5” e 3°.
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Figura 38. Frequéncia dos c6dons de parada produzidos por mudanga de fase de leitura ao longo dos genes. A posicdo de cada cédon de parada
encontrado em cada gene foi dividida pelo comprimento do gene para se obter um posicionamento relativo. R representa 1.000 sequéncias

codificadoras aleatdrias produzidas usando codon usage de cada familia.
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Os resultados indicam que algumas mutagdes indel que modificaram a fase de leitura
dos genes MASP podem ser responsdveis pela falta de correspondéncia entre distancias
medidas usando sequéncias de DNA e proteinas. A ocorréncia de mutacdes alterando a fase de
leitura do gene seriam favorecidas pela baixa frequéncia de c6dons de parada gerados apds a

mudancga da fase de leitura, evitando a producdo de proteinas truncadas.

5.3.3. Troca de fragmentos entre genes em 7. cruzi

Diversos genes quiméricos formados por partes de sequéncias de diferentes familias
génicas (SAP, TcMUC, TcS e MASP) foram identificados no projeto genoma do 7. cruzi.
Mais recentemente identificamos também um cDNA quimérico idéntico a um destes genes
contendo parte da sequéncia da familia TcMUC e parte da familia MASP (Bartholomeu et al.,
2009), sugerindo que proteinas quiméricas podem ser expressas pelo parasito. O mapeamento
de reads individuais gerados no projeto genoma neste gene mostrou que esta sequéncia
quimérica ndo é um artefato da montagem do genoma ou da constru¢do da biblioteca de
cDNA, uma vez que reads individuais mapeam na regifo de jun¢do entre as partes originadas
de cada uma destas familias génicas. Estes dados sugerem que, possivelmente através de
mecanismos de recombinacdo, possa ocorrer troca de fragmentos entre genes de diferentes
familias e dentro de uma mesma familia e assim contribuir para um aumento da diversidade.

A pesquisa por esses fragmentos compartilhados envolveu uma busca por fragmentos
compartilhados entre membros da familia MASP, bem como entre membros de diferentes

familias.

5.3.4. Troca de fragmentos entre genes da familia MASP

A fim de identificarmos motivos conservados entre membros da familia MASP, nos
utilizamos o programa MEME versdo 4.5.0 (Bailey e Elkan, 1994). Este programa busca
pequenos motivos conservados em um banco de dados e ordena estes motivos por ordem de
significancia baseado no niimero de sequéncias que contém o motivo, no tamanho e no grau de
conservagdo do mesmo. Os motivos podem ser idénticos ou apresentarem degeneragdes, sendo
representados como sequéncias consenso. Usou-se como entrada para o programa MEME as

sequéncias nucleotidicas dos genes completos de MASP excluindo as sequéncias que
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codificam para as regides N- e C-terminal conservadas, de forma que os motivos encontrados
sejam derivados da regido central hipervaridvel. Um total de 30 motivos foram pesquisados.
Alguns desses motivos sdo bem conservados e apresentam comprimento variando entre 50 e
21 bp, enquanto outros sdo menos conservados, mas apresentam menor variagdo no
comprimento. Para cada motivo consenso encontrado foi produzido uma arvore mostrando a
similaridade e relacdo dos motivos. As sequéncias apresentando os motivos nas drvores foram
identificadas usando a classificacdo dos grupos MDS, mostrada na segunda parte deste
trabalho de tese (Figura 18 e Figura 19).

O conjunto de fragmentos MEME pode ser dividido em trés grupos. O primeiro grupo,
formado por cinco MEMEs, sdo fragmentos que estdo presentes somente em genes que
pertencem ao mesmo grupo do MDS. Alguns desses motivos sdo conservados e outros
apresentam mais variagdes nas suas sequéncias. Um representante desde tipo de MEME ¢é
mostrado na Figura 39. Esse motivo é conservado e estd presente nas sequéncias do grupo
azul. A pouca variacdo nesse motivo gera ramos curtos na arvore, € somente algumas
sequéncias apresentam ramos mais longos. A separacdo dos grupos na drvore do MEME20 é
geralmente discreta devido as sequéncias serem muito similares. Este grupo MEME ndo é

informativo para a detecc¢io de troca de fragmentos entre membros da familia.
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Figura 39. Arvore mostrando a relagio entre os motivos dos genes contendo o MEME 6 (50

nt). Todos os genes que possuem o MEME 6 pertencem ao grupo azul.

O segundo grupo é formado por trés MEMEs que apresentaram grande variagdo na

sequéncia, indicado pelo comprimento dos ramos nas drvores, apresentando motivos com
sequéncias mais divergentes (Figura 40). O MEME20 € pouco conservado e estd presente nas

sequéncias dos grupos preto, azul, vermelho, rosa, laranja. Os ramos sdo muito longos devido
a divergéncias entre as sequéncias. Este grupo MEME também ndo € informativo para a

detec¢do de troca de fragmentos entre membros da familia.
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Figura 40. Arvore mostrando a relacio entre os motivos do MEME 20 (50 nt). Os motivos

foram encontrados em genes de diferentes grupos, entretanto se apresentaram muito

divergentes.

Os outros 22 fragmentos formam o terceiro grupo de MEMEs caracterizados por
apresentarem ramos compostos de motivos similares pertencentes a diferentes grupos. Alguns

fragmentos que pertencem a este grupo de MEME formam, pelo menos, um ramo com pouca

variacdo e com sequéncias compostas por mais de um grupo do MDS.
Foram selecionados para uma andlise mais detalhada, motivos pertencentes ao terceiro

grupo de MEME, que s@o muito similares e pertencentes a grupos MDS diferentes. O MEME4

¢ extremamente conservado e estd presente nos grupos MDS vermelho e rosa. O motivo

compartilhado por essas sequéncias estd presente em dentro de uma regido conservada e

préximo a extremidade 5° do gene (Figura 41).
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Figura 41. Arvore da relacdo de similaridade entre os motivos que formam o MEME 4. (A)
Logo representando a frequéncia de cada nucleotideo que compde os motivos delimitados pelo
tridngulo vermelho da arvore. (B) Arvore representando a relagio entre os motivos e a
similaridade pelo comprimento dos ramos. (C) Alinhamento dos genes de MASP contendo os
motivos delimitados pelo tridngulo vermelho da drvore. As barras no alinhamento representam
match = 3; mismatch = 1 e gap = 0. O trecho em vermelho indica a posi¢do do motivo no

alinhamento.

Em dois casos dos 22 MEMEs do terceiro grupo identificados, os motivos estavam
invertidos em alguns genes (Figura 42). Os genes contendo os dois MEMEs que apresentam
motivos invertidos pertencem ao grupo preto. O MEME22 estd presente em sequéncias
derivadas de todos os grupos MDS. Algumas sequéncias dos grupos rosa e vermelho
apresentam o motivo na extremidade 3’ do gene, enquanto que uma das sequéncias do grupo

preto apresenta o motivo invertido e localizado na regido interna.
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Figura 42. Arvore da relacio de similaridade entre os motivos que formam o MEME 22. (A)
Logo representando a frequéncia de cada nucleotideo que compde os motivos delimitados pelo
tridngulo vermelho da drvore. (B) Arvore representando a relacio entre os motivos e a
similaridade pelo comprimento dos ramos. (C) Alinhamento dos genes de MASP contendo os
motivos delimitados pelo tridngulo vermelho da drvore. As barras no alinhamento representam
match = 3; mismatch = 1 e gap = 0, trechos em vermelho (ordem direta) e verde (ordem

inversa) indicam as posi¢des dos fragmentos no alinhamento.

Os genes de MASP que contém os 22 MEME:s do terceiro grupo foram submetidos ao
alinhamento multiplo, e a similaridade ao longo da sequéncia calculada e verificado sua
posicdo dentro dos genes (Figura 43). Estes 22 motivos quase sempre se apresentaram
préximos as extremidades 5° e 3’ conservadas do gene (19 MEMEs, 86% dos casos). H4 uma
frequéncia maior desses motivos associados a regido 3’ (12 MEMESs) do que a regido 5’ (7

MEMEs).
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Figura 43. Alinhamento dos genes de MASP contendo os motivos MEME. As barras no
alinhamento representam match = 3; mismatch = 1 e gap = 0. O trecho em vermelho indica a

posicdo do motivo no alinhamento.

5.3.5. Troca de fragmentos entre familias génicas

Fragmentos compartilhados entre os genes de diferentes familias foram identificados
usando o programa blastn. Apds a busca, os resultados foram filtrados para fragmentos com
comprimento minimo de 100 nt e 90% de identidade entre os fragmentos, sendo

posteriormente separados em faixas de comprimentos (
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Tabela 7). Foram encontrados vérios fragmentos com diferentes comprimentos compartilhados
entre as diferentes familias génicas que codificam proteinas de superficie. As familias que
apresentaram fragmentos compartilhados envolvendo de 100 a 200 nucleotideos e 90% de
identidade foram DGF-1, GP63, MASP, SAP, TcMUC e TcS. Todos estes fragmentos
encontrados envolviam as familias MASP e/ou TcS. Na grande maioria dos casos, os
fragmentos compartilhados se localizavam na extremidade 3’ dos genes.

O ndmero de familias compartilhando fragmentos mostra que esse pode ser um
mecanismo muito importante para geragdo de variabilidade, principalmente para a familia
MASP (Tabela 7). O nimero de genes encontrados em cada busca também mostra uma
frequéncia alta de genes da familia MASP. Esta familia apresentou 202 genes compartilhando
fragmentos com 6 genes TcMUC, 10 genes apresentaram similaridade com 58 genes da
familia TcS e um gene apresentado similaridade com 11 genes da familia SAP (Tabela 7).

A segunda familia que mais apresentou fragmentos compartilhados com 100
nucleotideos de comprimento foi a familia TcS. Foram encontrados seis genes da familia TcS
e seis genes da familia GP63 compartilhando fragmentos; também encontramos 29 genes da
familia TcS com fragmentos similares com 1 gene da familia DGF-1.

Os fragmentos compartilhados envolvendo os comprimentos de 200 até 300 (dois
fragmentos) e 300 até 400 (11 fragmentos) foram apenas nas familias MASP e TcMUC. Os
fragmentos com comprimento de 200 até 300 nucleotideos foram encontrados no interior dos
genes, enquanto que cinco fragmentos encontrados entre 300 até 400 nucleotideos foram
encontrados na extremidade 5’ e outros seis na extremidade 3’. Foram encontrados 15
fragmentos compartilhados entre MASP e TcMUC com comprimento maiores que 500
nucleotideos. Todos os fragmentos estdo na regido 3’ dos genes. Foram encontrados 15
diferentes genes MASP e trés genes TcMUC. Somente oito fragmentos foram encontrados
envolvendo as familias MASP e TcS com comprimento maior que 500 nucleotideos. Esse
fragmentos foram localizados nas extremidades 3’ com média de 1260 nt. Foram encontrados
oito diferentes genes MASP e 1 gene TcS.

Portanto provavelmente ocorreram trocas de fragmentos de DNA entre algumas
familias de proteinas de superficie. Essas trocas tiveram a participagcdo principalmente da
familia MASP, que apresentou tanto fragmentos compartilhados entre diferentes membros da
propria familia (envolvendo principalmente regides conservadas) quanto com genes de outras

familias. As trocas de fragmentos aconteceram preferencialmente na regido 3’ dos genes.
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Tabela 7. Familias que apresentaram fragmentos compartilhados com no minimo de 100

nucleotideos e 90% de identidade. Nimero de genes envolvidos estd indicado entre parénteses.

Fragmentos similares > 100 e < 200nt Hits 5’ Interior 3y
MASP (202) TcMUC (6) 205 4 0 201
MASP (10) TcS (58) 112 0 0 112
MASP (1) SAP (11) 11 0 0 11
TcS (6) GP63 (6) 11 0 0 11
TcS (29) DGF-1 (1) 29 0 0 0
Fragmentos similares > 200 e < 300nt Hits 5’ Interior 3y
MASP (2) TcMUC(1) 2 0 2 0
Fragmentos similares > 300 e < 400nt Hits 5’ Interior 3y
MASP (6) TcMUC4) 11 5 0 6
Fragmentos similares >500nt Hits 5’ Interior 3y
MASP (15) TcMUC (3) 15 0 0 15
MASP (8) TeS (1) 8 5 0 6
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6. Discussao

Neste trabalho nos propusemos a caracterizar a diversidade das grandes familias
génicas de T. cruzi, que em sua maioria codificam proteinas de superficie extremamente
polimoérficas. A diversidade encontrada nessas familias pode estar relacionada com a
habilidade do parasita em infectar e replicar-se em uma grande variedade de células nucleadas
e/ou ter surgido devido a uma pressdo seletiva imposta pelo sistema imune do hospedeiro.
Estas duas hipdteses ndo sdo mutuamente exclusivas.

Os mecanismos geradores de diversidade das grandes familias génicas podem envolver
eventos de substitui¢do de bases, insercdoes ou delecdes (indels), sendo que estas ultimas
poderiam alterar a fase de leitura dos genes e provocar uma grande alteracdo das sequéncias de
proteinas. Além disso, a recombina¢c@o ndo homéloga envolvendo a troca de fragmentos entre
os diferentes genes seria outra forma de aumentar a diversidade das proteinas dessas grandes
familias. Os organismos Anaplasma marginale, Borrelia hermsii e Trypanosoma brucei,
utilizam de recombinacdo entre genes e pseudogenes para gerar novas variantes de proteinas
de superficie envolvidas no processo de variacdo antigénica, permitindo a evasdo do sistema
imune (Futse et al., 2005; Palmer e Brayton, 2007).

A diversidade das grandes familias de proteinas de superficie foi estimada através das
medidas de diversidade média tanto para as sequéncias de DNA quanto protefnas. Outra
abordagem utilizada para avaliar a diversidade das familias foi o uso de projecdes espaciais
(MDS), representando as distancias entre as sequéncias de DNA, permitindo uma visualizacio
de toda a variabilidade encontrada nas familias.

Os graficos MDS das sequéncias das familias permitem também a visualizagdo dos
grupos formados. Usando o método kmeans foi realizada separagdo das familias em grupos,
que foram identificados e comparados com classificagdes prévias das familias.

Os indels, que poderiam alterar a fase de leitura dos genes, foram investigados
buscando pares de genes que apresentam discordancia entre a distdncia genética e protéica.
Outros indicios dessas alteracdes foram verificados quantificando e localizando as regides dos
possiveis cddons de parada gerados apds alteracdo da fase de leitura dos genes.

O possivel mecanismo de troca de fragmentos entre os diferentes genes foi analisado

através da busca e posicionamento dos fragmentos que sdo compartilhados entre diferentes
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grupos da familia MASP, e fragmentos compartilhados entre genes de diferentes familias
génicas.

A discussdo dos resultados obtidos dessas andlises serd dividida trés partes, que sao:

1. Caracteriza¢do da familia TcS - Identificacdo de novos grupos na familia trans-
sialidase/sialidase-like (TcS) de T. cruzi
2. Diversidade das grandes familias génicas de T. cruzi

3. Mecanismos evolutivos possivelmente envolvidos na geracdo de variabilidade

1. Caracterizacdo da familia TcS - Identificacio de novos grupos na familia trans-
sialidase/sialidase-like (TcS) de T. cruzi

TcS € a maior familia multigénica de 7. cruzi, correspondendo a 6,3% do niimero total
de genes da cepa CL Brener (El-Sayed er al, 2005b). A familia TcS € classificada até o
momento em quatro grupos, que apresentam vdrias fungdes e alta variabilidade de sequéncia.
O grupo I (TcS grupo I) compreende as proteinas que apresentam atividade trans-sialidase
(TS), TcSgrupoll alberga proteinas associadas a mecanismos de adesdo e invasdo celular, TcS
grupo III, proteinas reguladoras do complemento e o grupo TcS grupo IV possui proteinas de
funcdo desconhecida, mas apresentam os motivos caracteristico da familia TcS (Cross e Takle,
1993; Schenkman et al., 1994; Frasch, 2000). A despeito de extensos estudos desta familia,
apos a publicacdo do projeto genoma de 7. cruzi, nenhuma andlise sobre a diversidade desta
familia foi realizada. Usando métodos de clusterizacdo com todas as proteinas completas
preditas no genoma de 7. cruzi, nés identificamos quatro novos grupos. Os oito grupos
identificados foram caracterizados baseado na presenga de motivos caracteristicos da familia,
localizagdo cromossOmica, padrao de expressdo gé€nica e antigenicidade.

A separagdo e distincias entre os grupos estd de acordo com a similaridade e funcio
descritas para a familia TcS, mostrando todas as TS ativas dentro do mesmo grupo TcS
(TeSgrupol, azul). O grupo que apresenta as proteinas envolvidas na adesdo e invasdo celular
forma o TcSgrupoll, verde escuro. O TcSgrupolll contém as proteinas envolvidas na
regulacio do sistema de complemento (CRP - Complement Regulatory Protein), entre essas
proteinas se encontram a FL-160 e outros membros caracterizados por Beucher e Norris
(2008). Beucher e Norris identificaram genes CRP pardlogos no genoma de 7. cruzi usando a
sequéncia com AAB49414 como referéncia. O grupo CRP foi dividindo no subgrupo HSG
(high similarity group, com mais de 80% de identidade com AAB49414) e LSG (low
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similarity group, identidade entre 54 e 61% com AAB49414). Os membros HSG e LSG (com
duas excecOes) estdo presentes dento do TcSgrupolll. As duas proteinas do subgrupo LSG,
que ndo estdo dentro do TcSgrupolll, sdo sequéncias mais divergentes e se agruparam na
projecdo MDS dentro do TcSgrupoVII (laranja). Essas duas proteinas apresentam-se tanto
préximas do grupo TcSgrupoVII (laranja) quanto do grupo TcSgrupolll (azul claro). Os novos
grupos identificados, TcS grupos V, VI, VII e VIII , apresentam-se proximos dos grupos
TcSgrupolll (azul claro) e TcSgrupolV (rosa).

A diversidade de TcS pode estar relacionada com a produ¢do de uma resposta imune
atrasada devido a expressdo coordenada de diferentes membros. A presenca de diferentes TS
(apresentando variacdes em torno do sitio catalitico) na superficie do parasita seria necessdria
para prevenir uma resposta especifica de inativacdo da enzima, formando um mecanismo de
evasdo do sistema imune (Ratier et al., 2008). Anticorpos contra TS sdo detectados apds um
longo periodo de infec¢do (Leguizamoén et al., 1994).

As proteinas da familia TcS apresentam motivos, alguns presentes em todos os
membros e outros presentes em somente algumas sequéncias (Cross e Takle, 1993;
Schenkman et al., 1994; Frasch, 2000). O motivo FRIP € o mais pr6ximo da extremidade N-
terminal estd envolvido na ligagdo ao grupo carboxilato do 4cido sidlico (Gaskell et al., 1995),
entretanto, proteinas enzimaticamente inativas ainda preservam essa caracteristica (Cremona
et al., 1999; Todeschini et al., 2004). Um trabalho recente mostrou que alguns membros de
trans-sialidase inativos t€m a capacidade de se ligar a carboidratos de glicoconjugados
somente se eles estdo ligados a édcido sidlico (Oppezzo et al., 2011). Os autores sugerem que
essas TcS inativas com capacidade de ligagdo a 4cido sidlico poderiam atuar como ancoras
para fazer a ligacdo na superficie das células do hospedeiro e facilitar a agdo das TSs. Essa
conservacgdo e alta frequéncia do motivo FRIP nos TcS grupos I, IIl e IV pode indicar que
estes outros grupos também apresentam esta fungéo.

O motivo Asp-box ndo foi encontrado no TecSgrupolll, o que estd de acordo com
trabalhos anteriores (Beucher e Norris, 2008). Além do TcSgrupol, membros do TcSgrupolV
apresentam tanto o motivo FRIP quanto o motivo Asp-box em mais de 68§% dos membros,
podendo esse grupo também apresentar propriedades de ligacdo a carboidratos.

O motivo VITVXNVXLYNR ou versdes degeneradas do mesmo foi encontrado em
todas as sequéncias completas da familia TcS confirmando estudos prévios que sugeriram que
este motivo caracteriza a familia (Schenkman et al., 1994; Frasch, 2000). Recentes trabalhos

mostram uma variante desse motivo (VIVXNVFLYNR - chamado de FLY) pode atuar como
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um fator de viruléncia. (Magdesian et al., 2007; Tonelli, Torrecilhas et al, 2011).
Camundongos inoculados com o peptideo FLY sintético sdo mais susceptiveis a infeccdo por
T. cruzi e apresentam aumento na parasitemia e mortalidade (Scherf et al., 2008; Tonelli,
Torrecilhas et al., 2011). O motivo FLY ainda apresentou ligagdo as células do endotélio
cardiaco sugerindo que esse motivo pode contribuir para o tropismo celular. Uma variante do
motivo FLY (ATVANVFLYNRPLN) € encontrada em 23 membros do TcSgrupolV, podendo
indicar que esse grupo também esteja relacionado com adesdo/invasdo celular.

As repeti¢des foram encontradas frequentemente em TcSgrupol (azul) e TcSgrupolV
(rosa) como descrito por outros trabalhos (Cross e Takle, 1993; Schenkman et al., 1994).
Além das repeticoes DSSAH(S/G)TPSTP(A/V) e EPKSA, encontradas nos grupos TcS I e IV
respectivamente, foram encontradas novas repeticdes nesses grupos. Repeticdes menores e
menos frequentes antes ndo descritas foram encontradas nos outros grupos.

Somente alguns membros da familia TcS apresentam atividade sialidase/trans-sialidase
(Cross e Takle, 1993; Schenkman et al., 1994), tendo sido definido os aminodcidos
importantes para exercer a atividade enzimdtica (Schenkman et al., 1994; Cremona et al.,
1999). A identificagdo das possiveis TcS ativas foi feita através da busca destes residuos
criticos (Montagna et al., 2002). Das 17 posi¢gdes descritas como importantes para a atividade
enzimadtica, as posi¢des Tyr342 e Pro283 sdo consideradas posi¢des mais criticas por fazer
parte diretamente do sitio catalitico (Schenkman et al., 1994; Cremona et al., 1999). As
TcSgrupol inativas possuem o aminodcido histidina na posicao 342 (Schenkman et al., 1994;
Cremona et al., 1999). T. brucei possui trans-sialidases ativa expressa na forma presente no
inseto (Engstler et al., 1992). Embora nenhuma trans-sialidases tenha sido identificada em T.
rangeli, proteinas similares a sialidase foram identificadas e apresentaram similaridade com os
grupos TcS I, IT e 111, e varios desses membros foram identificados como sendo expressos na
fase epimastigota e tripomastigota (Buschiazzo et al., 1997; Grisard et al., 2010).

Estudos evolutivos sugerem um gene ancestral codificando trans-sialidases ativas
expressas nas formas evolutivas presentes no inseto vetor (Briones et al., 1995).
Posteriormente vérios eventos de duplicagdo e diversificagdo teriam dado origem a trans-
sialidases expressas na forma encontrada no mamifero presente em 7. cruzi (Briones et al.,
1995). Estas evidéncias juntamente com a posi¢do central de TcSgrupol na projecio MDS
sugerem que a expansdo de genes codificadores das trans-sialidases similares a TcSgrupol e o

acimulo de mutacdes teriam originado outros grupos e fungdes. Na linhagem evolutiva que
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originou o T. rangeli, a enzima sofreu modificacdes e deixou de apresentar atividade trans-
sialidase, permanecendo somente a atividade sialidase.

A grande diversidade encontrada no TcSgrupol pode estar relacionada com a geracio
de uma resposta ineficaz do sistema imune contra a atividade trans-sialidase, gerando somente
uma resposta atrasada para inativagio da enzima (Ratier et al., 2008). Essa grande diversidade
dentro do grupo que apresenta todas TcS ativas poderia gerar respostas do hospedeiro incapaz
de inativar a enzima TS devido variacdo na sequéncia primdria dessas enzimas. Além da
diversidade encontrada em TcSgrupol, a diversidade encontrada nos outros grupos poderia
contribuir na producdo de uma resposta atrasada (Ratier et al., 2008).

O mapeamento dos genes TcS nos cromossomos mostra que ndo existe uma associacao
clara entre um dado grupo TcS e um cromossomo em particular. De maneira interessante,
verificamos que TcSgrupoll estdo localizados preferencialmente nas regides subteloméricas
enquanto que TcSgrupoV estd localizado no interior dos cromossomos, afastados das regides
subteloméricas. Além desses grupos, TcS pseudogenes também se apresentam
preferencialmente localizados nas extremidades dos cromossomos, assim como TcSgrupoll.

T. brucei e Plasmodium falciparum apresentam estratégias sofisticadas para evasdo do
sistema imune conhecida como variagdo antigénica, que permite ao parasita escapar do ataque
do sistema imune do hospedeiro através da exposi¢do e troca de proteinas variantes de
superficie (Cano, 2001; Scherf et al., 2001; Chiurillo et al., 2002; Horn e Barry, 2005; Kim et
al., 2005; Scherf et al., 2008). Essas proteinas localizam-se preferencialmente nas
extremidades dos cromossomos, que sdo regides favordveis a expansdo e geracdo de novas
variantes (Scherf et al., 2001; Chiurillo et al, 2002; Kim et al., 2005). Como foram
encontrados varios TcS pseudogenes nas extremidades dos cromossomos, 7. cruzi pode
apresentar intensos processos de recombinag@o nessas regides. 7. cruzi ndo apresenta sistema
de variagdo antigénica, mas co-expressa genes que codificam proteinas polimoérficas de
superficie, dentre elas, as TcSs (Atwood et al., 2005). Os genes codificadores de proteinas do
TcSgrupoll, que estdo localizados preferencialmente nas extremidades dos cromossomos,
podem estar também sofrendo a¢@o de intensos rearranjos genéticos que levariam a formagao
de novas variantes. Essas novas proteinas variantes formadas por rearranjos genéticos nas
extremidades dos cromossomos podem ser importantes porque varios membros desse grupo
estdo envolvidos na adesdo/invasdo de células do hospedeiro e 7. cruzi apresenta habilidade de

infectar uma grande variedade de tipos celulares.
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O controle de expressdo génica em tripanosomatideos ¢ feito principalmente por
mecanismos pos-transcricionais, e em 7. cruzi nenhuma sequéncia promotora de genes
codificadores de proteinas foi identificada. Acredita-se que 0s genes nestes organismos sejam
transcritos de forma constitutiva. Um dos pontos chaves no controle de expressdo génica neste
grupo envolve a modulacdo da estabilidade dos transcritos mediada por elementos regulatérios
presentes na regido 3’UTR (Teixeira et al., 1994; Bartholomeu et al., 2002). Embora nao se
tenha dados de mapeamento da regido 3’UTR de todos os genes TcS analisados € possivel
fazer uma correlagdo entre genes que apresentam um dado padrio de expressdo ao longo do
ciclo de vida do parasito e similaridade da regido 3’ flanqueadora. O mapeamento de TcS
conhecidas na proje¢cdo MDS das sequéncias 3’UTR permitiu observar que alguns genes que
sd0 expressos no mesmo estidgio evolutivo apresentam regides 3’ flanqueadoras similares. A
regido 3’ flanqueadora das TcS ativas, SAPA e TCNA, que sdo expressas na fase
tripomastigota apresentam-se muito préximas na projecio MDS e de fato estas sequéncias
apresentam 96% de identidade. Embora o gene TS-epi também seja uma cdpia ativa de TcS, a
sua expressdo € restrita na forma epimastigota encontrada no vetor (Cross e Takle, 1993;
Schenkman et al, 1994). Em concordancia, a regido 3’ flanqueadora do gene TS-epi
apresenta-se mais distante daquelas dos genes TCNA e SAPA, possuindo em média 46,5% de
identidade.

Os genes gp90, gp82 (expressos na forma tripomastigota metaciclica) e ASP-2
(expressa na forma amastigota) pertencem ao grupo TcSgrupoll, e também se apresentaram
préximos na projecdo da regido 3’ flanqueadora. A identidade média entre essas sequéncias é
de 65%, em comparacdo com 44 e 45,3% das sequéncias 3’ flanqueadora de TcTSA-1 e Tc85-
11_SA85-1.1 respectivamente, que pertencem também a TcSgrupoll.

A projecdo TcS 3’ flanqueadora também mostra que Tc85-11_SA85-1.1 e TsTcl3
apresentam sequéncias similares, apresentando 87% de identidade. Ambas as proteinas sdo
expressas em tripomastigota, entretanto apresentam diferencas nas sequéncias de proteinas
suficiente para serem classificadas em grupos diferentes, TcSgrupoll e TcSgrupolV,
respectivamente. Isso sugere que os mecanismos de controle da expressdo desses dos genes
podem envolver elementos similares na regiao 3’ UTR.

As sequéncias 3’ flanqueadora do TcSgrupoVIII foram as dnicas que se clusterizaram
no MDS, o que poderia sugerir que esses genes apresentam niveis similares de expressao nas
diferentes fases do ciclo de vida do parasita. Entretanto, este padrdo ndo € valido para todos os

membros do grupo, como por exemplo os genes TcS24 e TcS25, cujas sequéncias 3’
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flanqueadoras estdo mais afastadas no MDS apresentando apenas 49% de identidade entre si.
De fato, estes genes apresentaram padrdes de expressdo distintos na PCR em tempo real, com
TcS24 mais expressos na forma tripomastigota e TcS25 na forma amastigota. As sequéncias 3’
flanqueadora do TcSgrupoll formaram 3 regides com sequéncias mais concentradas. Essa trés
regides principais, podem indicar diferentes tipos de controle regulando a expressdo pds-
transcricional dos genes desse grupo.

Ambas os grupos TcS V e VI apresentaram sequéncias 3’ flanqueadora distribuidos por
uma regido similar na projecdo MDS. Esses dois grupos de proteinas também se apresentam
préximos na projecdo de proteinas. Essa proximidade das sequéncias de proteinas e mesma
variacdo na distribui¢do das sequéncias 3’ flanqueadora pode indicar que esses genes
apresentam o mesmo padrdo de expressdo durante o desenvolvimento de 7. cruzi e
possivelmente func¢des similares.

Os resultados de antigenicidade mostram as repeticdes DSSAH(S/G)TPSTP(A/V) e
EPKSA muito reativas, como descrito em outros trabalhos (Cross e Takle, 1993; Schenkman
et al., 1994; Frasch, 2000). Outras repeticdes antigénicas foram identificadas em outros
grupos, incluindo membros de novos grupos. Nove dos 14 peptideos reativos sdo
compartilhados, especialmente o peptideo C3, altamente reativo (Figura 15), estd presente em
um grande nimero de proteinas (60 no total), inclusive em membros dos TcS grupos V e VL.
Aproximadamente 150 membros TcS apresentam sequéncia similar a esse peptideo. A reagdo
cruzada entre vdrios epitopos associada a variabilidade das sequéncias TcS pode ser um
mecanismo de evasdo que leva o sistema imune a uma série de respostas ineficazes contra a
infeccdo (Pitcovsky et al., 2002). Esse nimero de epitopos similares poderia provocar atraso
de da resposta imune como evidenciado pelas variagdes sutis na composi¢do dos aminodcidos
préximas ao sitio ativo de TS, impedindo a neutralizacio da atividade enzimdtica (Ratier et al.,

2008).

2. Diversidade das grandes familias génicas de T. cruzi

O genoma de T. cruzi € altamente repetitivo, sendo que parte dessas repeticdes €
formada por grandes familias de gé€nicas, que totalizam 18% dos genes codificadores de
protefnas. A extraordindria variacdo das grandes familias de 7. cruzi sugere que existe uma
pressdo para diversificacdo de algumas familias. Apds a publicagdo do genoma ndo foi
realizado uma quantificacdo e avaliacdo da diversidade dessas familias. A diversidade das

familias de protefnas se mostrou muito heterogénea sendo possivel a separacio da diversidade
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em trés grupos. O grupo de baixa diversidade seria formado pelas familias DGF-1 e SAP,
média diversidade formado por RHS e mucin-like, enquanto que o grupo de alta diversidade
seria formado por TcMUC, TcS, GP63 e MASP. Todas as medidas de diversidade
apresentaram a mesma ordem de classifica¢do das familias. Essa classificacdo em trés grupos,
ndo poderia ser explicada por pequenas diferencas encontradas entre as sequéncias ou por
poucas sequéncias excepcionalmente distantes, mostrando que a diferenca de diversidade entre
as familias € suficientemente grande para todos os métodos apresentarem a mesma ordem.

Os grificos MDS produzidos a partir dos alinhamentos muiltiplos representam uma
visualizag@o da diversidade de cada familia e os resultados estdo de acordo com os indices de
diversidade nucleotidica e protéica encontrados.

As matrizes de distancia de alinhamentos par-a-par foram analisadas por MDS e foram
gerados grificos com a projecdo de todas as familias, tanto para sequéncias de DNA quanto
para sequéncias de proteinas. Essa projecdo funciona como um mapa de genes e proteinas
mostrando a diferenga entre as sequéncias pela distancia (Figura 18 e Figura 19).

A familia DGF-1 apresentou um grupo com diversidade baixa e um grande niimero de
membros (~90%) e outros grupos com diversidade alta em poucas sequéncias (Figura 18 e
Figura 19). O principal fator para a diversidade encontrada foi a grande quantidade de
sequéncias muito similares encontradas em somente um grupo. As sequéncias mais distantes,
formando grupos isolados de um tnico representante, apresentam sequéncias mais diversas do
restante da familia, ndo contribuindo de forma importante para o aumento da diversidade.
Outras andlises propuseram a divisdo da familia DGF-1 em pelos menos trés grupos
(Kawashita et al., 2009), sendo dois desses grupos (A e B) com maior mimero de
representantes, 66 e 51 respectivamente. Os trés principais grupos ainda podem ser divididos
em subgrupos (Al, A2, A3, A4, A5, B1, B2, C, D e E), mas sendo encontrados conflitos no
posicionamento dos grupos Al e B2 (Kawashita et al., 2009). Isso indica que os grupos da
arvore usada na classificagdo ndo sdo consistentes. A classificacdo da familia DGF-1 realizada
por Kawashita (2009) ndo leva em considerag¢do a pequena diversidade encontrada na familia.
A separagdo dos grupos realizada por estes autores levou em consideragdo os agrupamentos
encontrados por andlises filogenéticas, mas ndo se considerou o comprimento dos ramos.
Neste trabalho, os resultados de MDS e separacdo dos grupos pelo método kmeans indica que
a familia apresenta um grande grupo de baixa diversidade com aproximadamente 90% da

sequéncias da familia.
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Assim como a familia DGF-1, as familias RHS e mucin-like apresentam a formacéo de
um grupo principal, apresentando a maioria dos membros. Isso mostra que existem sequéncias
muito similares dentro desses grupos e que a diversidade dessas familias se deve
principalmente a dispersdo dos grupos menores e distdncia entre esses grupos € 0 grupo com
maior quantidade de sequéncias.

A familia SAP apresentou baixa diversidade e nimero de membros muito varidvel
entre os grupos encontrados usando sequéncias de DNA e proteinas (tabelas 5 e 6). O nimero
mais similar de proteinas em alguns grupos (azul, rosa verde e preto na proje¢do de proteinas)
pode ser devido a uma distribuicdo mais homogénea da variagdo encontrada nessas
sequéncias. Trabalhos realizados por Baida e colaboradores (2006) definiram grupos da
familia com base na presenga de sequéncias de enderecamento celular (Baida et al., 2006).
Nao encontramos entretanto uma concordancia entre esta classificacdo e aquela proposta no
nosso trabalho através do agrupamento de sequéncias mais similares (Figura 20 e Figura 21).

A grande diversidade da familia TcMUC € devida a alta diversidade de todos os grupos
que apresentam variagdo continua, indicando que a separagdo dos grupos € artificial, exceto
por aqueles grupos com poucas sequéncias (Figura 18 e Figura 19). A despeito disto, a
separacdo dos grupos mostrou uma boa correspondéncia com a classificagdo da familia em
TcMUC I e TcMUC 1I previamente proposta (Acosta-Serrano et al., 2001; Buscaglia et al.,
2004). Entretanto, alguns genes classificados como TcMUC I mostraram-se mais préximos na
projecdo de genes TcMUC II, o que acontece também com alguns genes TcMUC II. Esses
problemas com relagdo a distribuicio espacial e classificacdo em TcMUC I e TcMUC 1I sao
provavelmente devido a problemas de anotacdo dos genes em questdo. Outras sequéncias,
porém, apresentam caracteristicas tanto de proteinas TcMUC I como TcMUC II. Isso mostra
que existe uma pequena faixa de continuidade entre esses dois grupos, evidenciando que a
separacdo entre essas sequéncias ndo € bem definida e que existe um gradiente de variagdo.
Essa continuidade pode ser considerada um indicio da evolucdo que aconteceu através de
expansdo dos genes TcMUC juntamente com eventos de mutacdo que provocaram a
diferenciacdo das sequéncias, permanecendo algumas sequéncias com caracteristicas tanto de
TcMUC I quanto TcMUC II. Eventos de recombinagdo podem também ter gerado estas
sequéncias de caracteristicas intermedidrias.

Trabalhos prévios utilizaram a composicdo dos motivos repetitivos das proteinas
TcMUC como um dos critérios para a classificacdo da familia em TcMUC I e TcMUC II

(Buscaglia, et al., 2006). De acordo com esta classificacdo, TcMUC I teria o motivo TgKPP,
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enquanto que TCMUC II, o motivo Tg[K/QJAP. Neste trabalho, nds identificamos varias
sequéncias TcMUC que apresentam o motivo TsEAP, que é mais similar ao consenso da
repeticdo de TcMUC II. Além disso, estas sequéncias contendo esta nova repeticdo se
agrupam no MDS mais frequentemente com sequéncias TcMUC II. Desta forma, o motivo
TsEAP poderia ser usado para ajudar a definir as sequéncias TcMUC II formando o motivo
TsK/P/EAP.

GP63 ¢ uma das familias que formam o grupo de grande diversidade entre as
sequéncias. As proteinas dessa familia foram anteriormente caracterizadas por apresentarem o
motivo altamente conservado HExxH, relacionado a sua atividade metaloprotease (Cuevas et
al., 2003). Neste trabalho, a proje¢do MDS evidencia a separacdo de regides com proteinas
que apresentam o motivo HExxH das proteinas que ndo o apresentam (Figura 26), sugerindo
que a atividade metaloprotease foi perdida em alguns membros da familia. Trabalhos prévios
identificaram dois grupos da familia GP63: GP63-1 e GP63-II, sendo que GP63-I foi
subdividida em GP63-Ia e b. Todas estas sequéncias mapearam no mesmo grupo ha nossa
projecdo MDS (Figura 26). Isso mostra que a familia ¢ muito mais complexa do que a divisao
atual em dois grupos.

A familia MASP apresentou a maior diversidade dentre todas as grandes familias de T.
cruzi (Figura 17 e Tabela 4). Alguns dos grupos formados nessa familia sdo mais distantes e
homogéneos indicados pela proje¢do MDS de DNA (Figura 18). Outros grupos apresentam
grande dispersdo e formam grupos com variacdo continua, indicando que esses grupos sdo
artificiais.

Parte da diversidade das familias de proteinas de superficie se deve a variacdo no
comprimento das sequéncias e varia¢do nas sequéncias primérias dos genes e proteinas. Essas
variacdes poderiam ocorrer devido a processos de insercio e delecdo de regides dos genes € a
um grande actimulo de mutagdes ao longo do tempo. A diversidade encontrada nessas familias
pode ser devida a processos evolutivos como mutagcdo, recombinacdo, duplicagdo e
convergéncia génica. A recombinacdo acontece em outras familias de proteinas de superficie
de outros protozodrios parasitas promovendo um aumento dristico da diversidade (Cano,
2001; Young et al., 2008). A recombinacdo poderia promover a troca de fragmentos entre
membros da mesma familia e eventualmente entre membros de diferentes familias. De fato,
recentemente foi identificado um clone de uma biblioteca de expressdo das formas
tripomastigotas do parasito que possui uma sequéncia quimérica, com a regido N-terminal

derivada de membros da familia TcMUC e a porcédo central e C-terminal derivada de membros
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da familia MASP (Bartholomeu et al., 2009). Esta sequéncia ndo é um artefato da construgao
da biblioteca de cDNA ji que o gene quimérico e reads cobrindo a regido de juncdo da
quimera foram identificados nos dados do projeto genoma do parasito. Esses fragmentos
compartilhados poderiam facilitar outras trocas entre genes de diferentes familias,
possivelmente facilitando rearranjos gendmicos (Cano, 2001; Palmer e Brayton, 2007).
Eventos que resultassem na troca de fragmentos entre genes de diferentes familias levariam a
uma aceleracdo da diferenciacio dos genes, gerando alta diversidade. Outros genes quiméricos
foram identificados no projeto genoma envolvendo membros da familia MASP com genes da
familia SAP, TcMUC e TcS e entre membros da familia SAP com TcMUC e L1Tc (El-Sayed
et al., 2005a; Baida et al., 2006; Bartholomeu et al., 2009), o que provocaria variacio drastica
das sequéncias e aumento de diversidade. Algumas dessas familias possuem muitas cOpias
localizadas nas regides subteloméricas como TcS (Cano, 2001; Kim et al., 2005), o que
poderia sujeitd-las a maior influéncia dos eventos de recombinagdo associadas as regides
subteloméricas. Os retrotransposons também estdo associados as regides subteloméricas e
regides internas dos cromossomos enriquecidas em genes codificadores de proteinas de
superficie. Essas regides apresentam clusters direcionais de transcricdo muito mais curtos
quando comparado com regides que ndo apresentam estes genes e sdo sint€nicas com Os
genomas de 7. brucei e L. major (El-Sayed et al., 2005b), sugerindo que essas regides sofrem
ou sofreram intensos rearranjos.

A comparagdo das projecdes usando as regides 3’ flanqueadora das grandes familias de
T. cruzi mostrou que existem familias que apresentam diversidade baixa (TcMUC e MASP,
Figura 32) apés o cdédon de terminacdo. No entanto, outras familias apresentam uma
distribuicdo ampla mostrando existir uma grande diversidade nestas regides (GP63, TcS, RHS
e DGF-1, Figura 32). A diversidade da regido 3’ flanqueadora ndo estd associada a diversidade
encontrada nas sequéncias de proteinas, existindo familias que apresentaram diversidade muito
baixa nas sequéncias protéicas, mas que apresentaram sequéncias 3’ flanqueadora com grande
diversidade (DGF-1 e RHS, Figura 32). Ainda existem familias com grande diversidade nas
proteinas, como as familias TcMUC e MASP, mas que apresentam sequéncias 3’ flanqueadora
com baixa dispersdo (Figura 32).

Andlises da expressdo e localizagdo das proteinas DGF-1 mostraram que essa familia é
mais expressa em amastigota, mas também apresenta baixa expressdo em tripomastigota

seguida de epimastigota (Lander et al., 2010). Essas diferencas poderiam estar relacionadas a
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diversidade da regido 3’UTR desses genes, que poderiam modular diferencialmente os niveis
de expressdo destes genes ao longo do ciclo de vida do parasito.

As sequéncias 3’ flanqueadora dos genes TcMUC podem ser separadas em duas
regides com variagcdo continua (Figura 34), assim como observado nas projecdes produzidas
usando as sequéncias de DNA e proteinas da familia. Existem trabalhos que mostram
diferencas de expressao entre as duas formas de TcMUC (Freitas-Junior et al., 1998; Acosta-
Serrano et al., 2001; Buscaglia et al., 2004; Campo et al., 2004; Buscaglia et al., 2006). Ao
nivel dos transcritos, TcMUC I é expressa preferencialmente nas formas presentes no
hospedeiro vertebrado, enquanto que TcMUC II seria expressa em quantidades varidveis em
todos os estgios do ciclo de vida de T. cruzi (Freitas-Junior et al., 1998; Acosta-Serrano et al.,
2001). Dados de expressdo protéica, sugerem que TcMUC I seja mais expressa na forma
amastigota, enquanto que TcMUC II no estdgio tripomastigota (Buscaglia et al., 2004; Campo,
Di Noia et al., 2004; Buscaglia, Campo et al., 2006). Seria interessante investigar se as duas
regides encontradas na projecdo usando sequéncias 3’ flanqueadora de TcMUC poderiam estar
envolvidas na modulagdo da expressdo de TcMUC I e 11

A projecdo das sequéncias 3’ flanqueadora de GP63 mostra que esta regido € bastante
diversa na familia (Figura 32), como demonstrado em outros trabalhos comparando a regido
3’UTR de GP63-I e -II (Cuevas et al., 2003). Estes autores verificaram que GP63-1 e GP63-11
apresentam uma expressdo diferencial, sendo GP63-I mais expressa nas formas epimastigotas
e amastigotas, com expressio basal em tripomastigotas, enquanto que GP63-1II € mais expressa
nas formas tripomastigotas e amastigotas, tendo expressdo baixa na forma epimastigota.
(Cuevas et al., 2003). As sequéncias 3’ flanqueadora dos representantes de GP63-1 e -II
apresentam-se bem distantes na projecio MDS (Figura 33). E possivel, portanto que as
diferencas nestas 3'UTRs possam contribuir para a expressdo diferencial destes genes.

A regidao 3’ flanqueadora dos genes da familia MASP apresenta muito conservada
Figura 33), diferenciando-se marcadamente das sequéncias codificadoras e proteinas. Esse
resultado estd de acordo com anélises da variabilidade da regido 3’ flanqueadora de 771 genes
completos de MASP (Bartholomeu et al., 2009). Os genes MASP apresentam sua expressao
preferencialmente na forma tripomastigota (Atwood et al., 2005; Bartholomeu et al., 2009),
mas nio apresentam variagdo na regido 3’ flanqueadora. A regido 3’UTR conservada de
MASP poderia regular essa expressdo estdgio-especifica durante o ciclo de vida de 7. cruzi
(Bartholomeu et al., 2009). Uma explicacdo alternativa €, o controle para expressao de MASP

possivelmente se localizar em outra regido e a conservacdo que € encontrada na regiao 3’
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flanqueadora observada em MASP pode se relacionar com a geragdo de diversidade da regido
codificadora (Bartholomeu et al., 2009). A familia MSP2 de Anaplasma marginale envolvida
em variagdo antigénica possui diversidade na regido codificadora, mas apresenta regides
flanqueadoras conservadas que funcionam como ponto de ancoragem para recombinacdo e
troca de segmentos entre os diferentes genes da familia, mesmo que ndo exista grande
identidade na regidao codificadora (Futse et al., 2005; Palmer e Brayton, 2007), permitindo
assim formacdo de novas variantes dos genes MSP2 e evas@o do sistema imune. Esse mesmo
mecanismo poderia estar sendo usado por 7. cruzi para a geracdo de variabilidade na familia

MASP (Bartholomeu et al., 2009).

3. Mecanismos evolutivos

A grande variagdo no comprimento dos membros de todas as familias mostra que
ocorreram varios eventos de inser¢@o e delecio nesses genes. Esses eventos de indel provocam
um grande aumento da diversidade das familias especialmente se gerarem alteragc@o da fase de
leitura do transcrito, podendo ser uma forma de diferenciagdo das sequéncias expressas. A
comparagdo das distdncias nucleotidica e protéica da familia MASP mostrou que alguns genes
apresentam aumento da distancia protéica sem grande alteragdo da sequéncia nucleotidica
(Figura 29 e Figura 30). Entretanto, uma correlacdo positiva entre estes indices de diversidade
¢é observada quando analisamos as sequéncias por intervalos de tamanho (Figura 31). Isso
mostra que parte da falta de correspondéncia entre distancias nucleotidica e protéica foi devido
a dificuldade no alinhamento, e que os grupos formados com base na projecdo MDS para a
familia MASP sdo artificiais. Essa grande diversidade € devida a variacdo no comprimento das
sequéncias (Figura 16) e a localizacdo de fragmentos compartilhados, que se apresentam em
posicdes muito diferentes entre as sequéncias (El-Sayed et al, 2005a). Esses fragmentos
compartilhados em diferentes regides limitam a acurédcia dos alinhamentos gerando muitos
mismatches e gaps, aumentando os indices de diversidade. Além dessas variacdes existem as
sequéncias quiméricas que contribuem para o aumento da diversidade da familia e dos grupos
que contém esse tipo de sequéncia (Figura 27). Entretanto, mesmo nos grupos que foram
formados usando como caracteristica o tamanho das sequéncias, € possivel identificar alguns
pontos que mostram uma falta de correspondéncia entre as distdncias nucleotidica e protéica.
Esses pares de sequéncias poderiam sofrer alteragdes indels que modificam a fase de leitura do

gene levando a uma grande alterag@o na sequéncia de proteinas.
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O resultado em que grupos de sequéncias similares na projecdo da matriz de DNA
apresentam-se diferentes e muito dispersos na proje¢do da matriz de proteina, observado na
familia MASP (Figura 28), poderia ter sido gerado por um mecanismo de mudanga de fase de
leitura. A falta de identidade em um trecho entre as sequéncias de proteinas poderia ser
causada por indels que alteram a fase de leitura, e a continuidade da identidade nas proteinas
em outros trechos poderia ser explicada por outro evento indel de restauragdo da fase de leitura
(Figura 36). Outra explicagdo poderia se o surgimento de mutacdes afetando a fase de leitura
em genes diferentes e a recombinacdo desses dois genes formaria uma variante que apresenta
as duas mutagdes. Essa nova variante apresentaria mudanga da fase de leitura em um trecho
curto e promoveria aumento da diversidade na regido hipervaridvel da proteina.

Outras familias parecem ndo apresentar esse tipo de alteracdo. As familias GP63, RHS,
e TcS nao apresentaram reducio de possiveis cddons de paradas que poderiam gerar proteinas
truncadas quando comparadas com as sequéncias aleatdrias (Figura 37). J4 as familias TcMUC
e MASP apresentam redug¢do do nimero de cédons de parada gerados por indels quando
comparados com sequéncias aleatdrias (Figura 37). Isso poderia ser um mecanismo para
favorecer a geracdo de diversidade através de eventos indels minimizando as chances de gerar
uma proteina truncada.

Além de apresentarem reducdo do nimero médio de cédons de parada, nas familias
TcMUC e MASP hd uma menor frequéncia de cdons de parada nas extremidades dos genes
nas simula¢des de mudanga de fase de leitura (Figura 38), indicando que os cddons de parada
gerados por alteracdo de fase de leitura sdo menos frequentes nas extremidades codificadoras
da regides N- e C-terminal (Figura 38). Genes que apresentem mudanca de fase de leitura
envolvendo essas regides teriam menor chance de gerar proteinas truncadas, as quais podem
gerar produtos nio funcionais e assim um gasto de energia desnecessdrio. Dessa forma, se
alteracdes de fase de leitura dos genes da familia MASP representa um mecanismos de
geracdo de variabilidade, os genes possuissem sequéncias que ndo formam cédons de parada
prematuros seriam selecionados, evitando parte dos efeitos indesejdveis da tradugdo de RNAs
truncados.

O projeto genoma de 7. cruzi mostrou a existéncia de sequéncias quiméricas que
apresentam dominio conservado N- ou C-terminal de MASP combinado com dominio N- ou
C-terminal de TcMUC ou TcS (El-Sayed et al, 2005a). Também foram identificadas
sequéncias da familia SAP compartilhando dominio C-terminal com membros da familia

TcMUC e MASP (Baida et al., 2006) e identificados em uma biblioteca de cDNA sequéncias
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MASP apresentando dominio C-terminal de TcMUC e MASP, mostrando que a sequéncia
quiméricas sdo expressas (Bartholomeu er al., 2009). O mecanismo para geracdo dessas
sequéncias quiméricas € desconhecido, sendo necessdria uma avaliagdo das familias que
apresentam esse tipo sequéncia e buscar evidéncias para sua formacao.

A fim de identificar sequéncias quiméricas dentro da familia MASP, nds pesquisamos
a ocorréncia de motivos protéicos compartilhados entre membros da familia derivados de
diferentes grupos definidos pelo método kmeans (Figura 39, Figura 40, Figura 41, Figura 42 e
Figura 43). Os dois primeiros tipos de MEME, representando 8 casos, ndo apresentam
evidéncias de troca de fragmentos, enquanto o terceiro tipo de MEME, formado por 22 casos,
apresentam muitas evidéncias de troca. No primeiro tipo de MEME todos os genes pertencem
ao mesmo grupo, ndo sendo compartilhados (Figura 39). O segundo tipo de MEME apresenta
muita variacdo (Figura 40). Esses fragmentos com muita variacdo, pertencendo a vdrios
grupos, ndo constituem uma evidéncia forte da troca de fragmentos entre os genes, ji que essa
grande variagdo pode ser devida a presenca do fragmento em um gene ancestral ou ainda a
trocas antigas do fragmento entre os genes de diferentes grupos. O terceiro tipo de MEME
poderia evidenciar trocas de fragmentos entre os membros por serem muito similares e
estarem presentes em diferentes grupos (Figura 41). Verificamos que estes fragmentos
similares entre genes de diferentes grupos estdo, na maioria das vezes, localizados nas
extremidades 3’ dos genes (Figura 43). Estes dados estdo de acordo com nossa hipdtese que a
regido 3’ flanqueadora conservada da familia MASP pode se relacionar com a geracdo de
diversidade da regido codificadora (Bartholomeu et al., 2009), em um mecanismos similar ao
previamente descrito para a familia MSP2 de Anaplasma marginale (Futse et al., 2005). Os
genes que codificam a familia MSP2 apresentam uma estrutura semelhante a dos genes de
MASP com regides flanqueadoras conservadas e uma regido central hipervaridvel. De acordo
com o modelo de geragdo de variabilidade de MSP2, o grande segmento conservado na regido
3’ funcionaria como ancora para que essas recombinacdes ocorressem, sendo que um ponto de
recombinacio ocorreria dentro da regido conservada e o outro na regifo central hipervaridvel
(Futse et al., 2005). Além das evidéncias de trocas de fragmentos entre os genes MASP,
existem também evidéncias de trocas de fragmentos de DNA entre genes de diferentes
familias. A maior frequéncia de fragmentos compartilhados foi entre 100 e 200 nt (91%, 368
fragmentos) (tabela 7). A alta frequéncia de fragmentos compartilhados com grande identidade
pode ser indicio do tamanho preferencial para troca. Outros trabalhos apresentam indicio de

recombinacdo de fragmentos variando entre 100 e 200pb. Foi detectado em 7. brucei pontos
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de quebra em alinhamento de sequéncias indicando pontos de recombinagdo distantes na
maioria das vezes variando entre 129 e 207pb (Young et al., 2008).

A busca por fragmentos compartilhados entre os genes das familias de proteinas de
superficie mostrou que nem todas as familias devem estar envolvidas nesse possivel
mecanismo para geracdo de variabilidade. A familia MASP foi a que apresentou mais
fragmentos compartilhados com outras familias (54%, 221 {fragmentos). Novamente
verificamos que a maioria dos fragmentos compartilhados (= 100nt e identidade > 90%) entre
as familias sdo classificados como fragmentos de extremidade 3’ (89%, 362 fragmentos). T.
cruzi poderia usar essas regides flanqueadoras conservadas como pontos de ancoragem para
recombinacio e geragdo de variabilidade De fato, MASP e TcMUC que sdo as duas familias
multigénicas que apresentaram regides 3’ flanqueadoras mais conservadas, apresentam uma
dispersdo continua na proje¢do do MDS, sugerindo que eventos de recombinagdo podem estar

envolvidos no padrdo de variabilidade encontrado para estas familias.
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7. Conclusoes

Baseado nos dados apresentados nesse trabalho € possivel concluir que:

1. A grande diversidade da familia TcS permite sua classificagdo em oito grupos bem
definidos e com caracteristicas proprias.Quatro destes grupos (TcS I a IV) ja haviam sido
descritos anteriormente e albergam proteinas com atividade trans-sialidase, e envolvidas em
adesdo/invasdo celular e bloqueio da via do complemento. Os grupos TcS V a VIII foram
identificados neste trabalho. Baseado no padrdo de dispersdo dos oito grupos na proje¢do
MDS e ocorréncia/sequéncia de motivos encontrados em cada grupo, nds especulamos que os
novos grupos V e VI e o grupo TcS II previamente descrito sdo mais relacionados entre si,
quando comparado com os outros grupos. Estes sdo os Unicos grupos que ndo apresentam o
motivo FRIP e as sequéncias consenso do motivo VIVXNVXLYNR sdo bem similares entre
estes grupos. Da mesma forma, os dados ap6iam a hipétese que os novos grupos TcS VII e
VIII e o grupo TcS III sdo mais relacionados entre si. Estes grupos compartilham o mesmo

padrdo de ocorréncia de motivos e sdo clusterizados numa mesma regido na proje¢cdo MDS.

2. Nido existe uma associagdo de um grupo TcS com um cromossomo especifico.
Entretanto, verificamos que os grupos de TcS Il e V apresentam localizacdo preferencial ao
longo dos cromossomos. O TcSgrupoll estd localizado preferencialmente nas extremidades
dos cromossomos e apresenta maior nimero de genes TcS nas regides subteloméricas,
enquanto o TcSgrupoV € localizado preferencialmente no interior dos cromossomos. Além
desses grupos, TcS pseudogenes também se apresentam preferencialmente localizados nas
extremidades dos cromossomos. Os outros grupos ndo apresentaram localizacdo preferencial.
Especulamos que os genes preferencialmente localizados nas regides subteloméricas, sofreram
ou podem sofrer acdo de intensos rearranjos genéticos que sdo mais frequentes nestas regides
o que poderia favorecer a formacdo de novas variantes. Isso pode ser particularmente
importante para TcS grupo II porque vdrios de seus membros estdo envolvidos na
adesdo/invasdo de células do hospedeiro e T. cruzi apresenta habilidade de infectar uma

grande variedade de tipos celulares.

3. A diversidade encontrada na regido 3’flanqueadora dos genes TcS é maior que a

encontrada na regido codificadora. Ndo foi encontrada uma associac@o clara entre conservacao
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de sequéncias 3’ flanqueadoras dentro dos grupos. Entretanto, alguns genes que apresentam
padrdo de expressdo similar apresentam regides 3’ flanqueadoras também similares, sugerindo
que estas sequéncias possam modular a abundéncia dos transcritos ao longo do ciclo de vida

do parasito.

4. Novos epitopos de célula B foram identificados na familia TcS em membros de
grupos previamente descritos bem como em membros de novos grupos. Nove dos 14
peptideos reativos foram encontrados em mais de um membro da familia. Um destes peptideos
ocorre em 60 protefnas incluindo membros dos novos grupos V and VI. Além disso,
sequéncias similares, mas ndo idénticas a este peptideo, foram encontradas em 150 membros
de TcS. Especulamos que a reatividade cruzada entre vérios epitopos TcS e variabilidade de
sequéncia da familia pode contribuir na estratégia do parasito de escapar do ataque do sistema
imune através da exposicdo simultanea de epitopos de célula B relacionados gerando respostas

imunes espurias e ndo neutralizantes.

5. A diversidade, tanto nucleotidica quanto protéica, das familias de proteinas de
superficie de T. cruzi é muito heterogénea tanto entre as familias quanto entre os grupos dentro
das familias. As estimativas de diversidade mostram as familias DGF-1 e SAP como de baixa
diversidade, mucin-like €¢ RHS como de média diversidade, e TcMUC, TcS, GP63 ¢ MASP
como familias de grande diversidade, sendo a familia MASP a familia com maior diversidade

encontrada.

6. MASP e TcMUC apresentam um padrdo similar de diversidade das regides
codificadora e 3’ flaqueadora. As sequéncias codificadoras de ambas familias apresentam, de
maneira geral, um padrdo continuo de diversidade enquanto que a regido 3’ flanqueadora de
cada familia é altamente conservada. Especulamos que eventos de recombinagdo entre os
membros de cada familia possa contribuir para este padrao de diversidade, em um mecanismo
similar ao previamente descrito para os genes MSP2 de Anaplasma marginale (Futse et al.,

2005).

7. A familia MASP apresenta varios casos de falta de correspondéncia da distincia

nucleotidica e protéica (baixa distancia nucleotidica e grande distancia protéica) que poderiam
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ser explicados por mutagdes que mudam a fase de leitura dos genes, levando a diversificacdo

das proteinas.

8. As sequéncias dos genes das familias TcMUC e MASP parecem ter evoluido de
forma a minimizar as chances de formacdo de c6dons prematuros, evitando a formagdo de

proteinas truncadas, principalmente na parte 3’ dos genes.

9. A familia MASP apresenta indicios de troca de segmentos de DNA entre os genes,
evidenciado por fragmentos similares que sdo compartilhados por diferentes genes de
diferentes grupos. As troca de fragmentos entre os genes MASP aconteceria preferencialmente
usando regides conservadas encontradas nas extremidades das regides codificadoras,

principalmente a regido 3’ dos genes.

10. As familias génicas que codificam proteinas de superficie DGF-1, GP63, MASP,
SAP, TcMUC e TcS apresentaram indicios de troca de segmentos de DNA inter-familias. Essa
troca de fragmentos frequentemente envolveria os genes da familia TcS e principalmente os
genes das familias MASP. Estes eventos aconteceriam preferencialmente nas extremidades das

regides codificadoras, principalmente a regido 3’ dos genes.
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Anexo 1 - Alinhamento de proteinas TcMUC I e TcMUC II que apresentam caracteristicas de ambos os grupos ou repeticdes ndo caracterizadas.

1. Peptideo sinal - Verde

MTTLTMMTICRLLY - cinza,

regiao do peptideo sinal tipica de proteinas TcMUC I

MM.TCRLLI - vermelho, regido do peptideo sinal tipica de proteinas TcMUC II

2. Repetigdes

KPP -

EAP -

cinza, repeticao tipica de proteinas TcMUC I
vermelho, repetigdo tipica de proteinas TcMUC II
vermelho, repetigado tipica de proteinas TcMUC II
amarelo, repetigcdo néao descrita

3. Ancora GPI

ST

G - cinza, éancora GPI tipica de proteinas TcMUC I
- vermelho, adncora GPI tipica de proteinas TcMUC II

4.Variagdes das repetigdes

Alinhamento de duas proteinas classificadas como TcMUC I e uma proteina TcMUC II. As proteinas possuem caracteristicas de TcMUC II na

regido do peptideo sinal, apresentam repeti¢des e ancora GPI com caracteristicas tanto de TcMUC I quanto TcMUC I1.

Tc00.1047053506821.60_TcMUCI
Tc00.1047053508273.120_TcMUCI
Tc00.1047053510939.25_TcMUCI

Tc00.1047053506821.60_TcMUCI
Tc00.1047053508273.120_TcMUCI
Tc00.1047053510939.25_TcMUCI

kokkkkkkkk ok kkkkkkkk kk _Kkkk __kk__kkkkkk
Tc00.1047053506821.60_TcMUCI TTH EFGNAAWVCAPLVLAVSALAYTTLG
Tc00.1047053508273.120_TcMUCI TTH EFGNAAWVCAPLVLAVSALAYTTLG
Tc00.1047053510939.25_TcMUCI TT] GSSAWVCAPLVLAVSALAYTTLG

LLVLALCCCLSVCVTANANSSSN
LLVLALCCCLSVCVTANANSSSN
LLVLALCCCLSVCVTANGDDSE|

TCRLLET
TCRLL
TCRLL

khkkhkhkhkhkhkkohkhkkhhkhkkhkhhkhkhkrhkhkrxkhkdtkx o * khhkhkhkhkhkhkdx khkhkhkkhkhkhhkhkhkx ,hkhkhkkhkhkkhkhkkx * *xkhkkkhkkkhkkhk *

kke hhkhkhkkokhkkhkhkhkek ohhkhkhkhkhkhkkhkkhkhhkhhkhhdkkx*k
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Abstract

The protozoan parasite Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease, a highly debilitating human pathology
that affects millions of people in the Americas. The sequencing of this parasite’s genome reveals that trans-sialidase/trans-
sialidase-like (TcS), a polymorphic protein family known to be involved in several aspects of T. cruzi biology, is the largest T.
cruzi gene family, encoding more than 1,400 genes. Despite the fact that four TcS groups are well characterized and only
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sera from T. cruzi-infected mice. We demonstrated that all seven groups represented in the array are antigenic. A highly
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reactivity of T. cruzi epitopes during infection. Taken together, our results contribute to a better understanding of the real
complexity of the TcS family and open new avenues for investigating novel roles of this family during T. cruzi infection.
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trypomastigotes that are released into circulation upon host cell
rupture. This form can then infect another mammalian host cell or
be taken by the insect vector during the blood meal, where it
differentiates as epimastigotes.

Introduction

The protozoan parasite Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of
Chagas disease, a debilitating illness that is a major cause of

morbidity and mortality in several Latin America countries.
Approximately 10 million people carry the parasite, which causes
10,000 deaths annually [1]. During its life cycle, 7. cruzi passes
through three developmental stages. In its insect vectors, the
parasite multiplies as extracellular epimastigotes, and in the
hindgut it differentiates into non-dividing trypomastigotes. These
infective forms are excreted in the feces after a blood meal and
may contaminate the puncture site or mucous membranes of a
mammalian host, where they can invade a variety of cell types.
Inside host cells, trypomastigotes differentiate into amastigotes,
which, after a limited number of cell divisions, differentiate into

@ PLoS ONE | www.plosone.org

The ability of 7. ¢ruzi to survive in the mammalian host is in part
due to the presence of a diverse surface membrane coat. In fact, a
remarkable feature of the 7. ¢ruzi genome is the massive expansion
of genes that encode polymorphic surface proteins, which include
the trans-sialidase and trans-sialidase like superfamily (hereafter
called TcS), MASP (mucin-associated surface protein), and
TcMUC mucins [2]. The TcS is the largest 7. cruzi gene family,
which has more than 1,400 genes, half of which are apparently
functional. One of the most well-studied members of the TcS
superfamily is the trans-sialidase (Tc'T'S) enzyme. 7. cruzi is unable
to synthesize sialic acids de novo [3], a sugar modification present in
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T. cruzi proteins implicated in several key aspects of the 7. ¢ruzi-host
interaction. The sialylation of the parasite surface is possible due to
the activity of a modified sialidase that, instead of hydrolyzing sialic
acid, transfers alpha (2-3)-linked sialyl residues from sialoglycocon-
jugates and proteins from the host to the parasite cell-surface mucin
proteins (TcMUC) [4-6]. The rapid sialylation of TcMUC proteins
upon cell rupture confers a negatively charged coat that protects the
extracellular trypomastigotes from being killed by human anti-alpha
galactosyl antibodies [7].

The TcS gene family is highly polymorphic, and only a few
members have critical residues necessary for catalytic activity [8].
So far, four groups of T'cS have been described based on sequence
similarity and functional properties. Group I contains active trans-
sialidases, namely TCNA and SAPA (shed acute-phase antigen),
and TS-epi proteins expressed in the trypomastigote and
epimastigote forms, respectively. Group II comprises members of
the gp85 surface glycoproteins TSA-1, SA85, gp90, gp82 and
ASP-2, which have been implicated in host cell attachment and
mvasion. FL-160, a representative of group 111, is a complemen-
tary regulatory protein that inhibits the alternative and classical
complement pathways. TsTc13, whose function is unknown, is the
representative of group IV and is included in the TcS superfamily
because it contains the conserved VI'VNVLYNR motif, which
1s shared by all known TcS members [8-13].

The TcS family was identified in the 1980s and, after the
publication of the 7. ¢ruzi genome [2], no comprehensive analysis
of its sequences has been performed. Here, by analyzing all the
full-length predicted TcS proteins present in the 7. ¢ruzi genome,
we identified four new groups. The TcS groups were characterized
based on presence of key TcS motifs, chromosomal localization,
expression profile and antigenic properties. Implications of the
TcS diversity for 7. ¢ruzi biology are discussed.

Materials and Methods

Sequence diversity of the T. cruzi TcS family

Genome information and sequences were retrieved from
TriTrypDB (http://TriTrypDB.org). Only complete TcS se-
quences totaling 508 sequences were analyzed. The DNA and
the translated sequences were aligned using ClustalW 2.0 software
with the default parameters [14]. These alignments were used to
calculate the total (mean) nucleotide and protein diversity using
MEGA4 [15] with three different methods: p-distance (nucleotide
and protein sequences), Kimura-2-parameter (nucleotide sequenc-
es) and Poisson correction (protein sequences). The diversity error
was estimated using bootstrap resampling with 1,000 replications.

Spatial projection and hierarchical clustering

To identify the clusters formed by the TcS protein sequences
and by the 3’ sequences flanking the TcS coding regions (300
nucleotides downstream to the stop codons), we calculated the
pairwise distance and generated the distance matrixes. The
distances between the sequences were generated using the package
PHYLIP [16,17]. To provide a visual representation of each
distance matrix, we used the multidimensional scaling (MDS) plot
with two dimensions (2D). The K-means method [18] was used to
define ten clusters. The MDS, hierarchical clustering, statistical
analyses and graphing were performed using the R software
platform [19].

TcS cluster distribution on T. cruzi chromosomes and

protein representation
To define the chromosomal distribution of the TcS groups, we
used as reference the genome assembly reported in [20], where

@ PLoS ONE | www.plosone.org

T. cruzi Trans-Sialidase/Sialidase-Like Family

pairs of homologous chromosomes were arbitrarily built as having
the same size. The chromosomal coordinates of the TcS genes,
regardless from each homologous chromosome they are derived,
were retrieved from the TriTrypDB (http://TriTrypDB.org) and
plotted on the chromosomes. The colors of each coding region
were the same as the colors used in the MDS protein clusters. The
relative positions in the chromosomes were calculated by dividing
the start codon coordinate of each gene by the total length of the
chromosome. The values found were used to produce a histogram
and to compare the distribution of each cluster and the
pseudogenes on the chromosomes.

FRIP coordinates were found using the motif xRxP as a query.
Only those occurrences located before the Asp-box and/or closer
to the N-terminal extremity were considered. The Asp-box was
found using the motif SxDxGxTW as a query, allowing up to 1
mismatch, and the TcS signature motif was searched using the
VTVxNVxLYNR sequence as a query. In all query motifs, x
represents any amino acid. The motifs were searched using the
software PatMatch [21]. The signal peptide and the GPI anchor
additional site were predicted using the software SignalP [22] and
GPI-SOM [23], respectively. Repetitive sequences were identified
using the AA-repeatlinder developed by our group (http://gicab.
decom.cefetmg.br/bio-web). Only repeats with more than 10
amino acids were reported. The figures depicting the TcS genome
distribution and the protein sequences were constructed using Perl
(Practical Extraction and Report Language) scripts and the
Bio::Graphics module, part of the Bioperl toolkit (http://www.
bioperl.org).

Parasite cultures and RNA extraction

Epimastigotes of the CL Brener clone of 7. cuzi were
maintained in a logarithmic growth phase at 28°C in liver infusion
tryptose (LIT) medium supplemented with 10% fetal bovine
serum. Amastigote and trypomastigote forms were obtained from
infected L6 cells grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
supplemented with 5% fetal bovine serum, at 37°C and 5% CO,,
as described [24]. Total RNA was isolated using the RNeasy kit

(Qiagen).
Real-time RT-PCR

Primers specific for each cluster were designed using Allele ID 7
(Premier Biosoft, Demo version), and the primer specificity was
verified using e-PCR and the entire parasite genome as a template.
The primers selected are listed in Table S1. Real-time PCR
reactions were performed in an ABI 7500 sequence detection
system (Applied Biosystems). Reactions in triplicate were prepared
containing 1 mM forward and reverse primers, SYBR Green
Supermix (Bio-Rad), and each diluted template cDNA. Standard
curves were performed for each experiment for each pair of primers
using serially diluted 7. ¢ruzi CL Brener genomic DNA and were
used in the calculation of the relative quantity (Rq) values for each
sample. qRT-PCRs for the constitutively expressed GAPDH gene
were performed to normalize the expression of the TcS genes.
Results were analyzed with an ANOVA test, and graphics were
constructed in GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc.).

Epitope prediction, spot peptide array and immunoblot

The 508 complete TcS proteins were submitted for linear B-cell
epitope prediction using the Bepipred algorithm [25]. Peptides
with 15 amino acids and with prediction scores above 1.3 were
selected. Peptides with 70% identity over 70% of the peptide
length with 7. cruzi proteins other than TcS were excluded. For
synthesis, we selected those peptides with higher occurrences
within a group and with higher prediction scores. The peptides
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synthesized are listed in Table S2. The peptides were covalently
synthesized in pre-activated cellulose membranes according to the
SPOT synthesis technique [26]. Membranes were blocked with
5% BSA and 4% sucrose in PBS and were incubated for one hour
and 30 minutes with diluted mice sera (1:500) in blocking solution.
After washing, the membrane was incubated with secondary
antibody IgG (Sigma) diluted to 1:2000 in blocking solution and,
after a second washing, revealed by ECL Plus Western blotting (GE
Healthcare). The spots were visualized by fluorescence scanning.
The membrane was submitted to the same experimental
conditions using sera from uninfected mice. Densitometry
measures and analysis of each peptide was performed using Image
Master Platinum (GE), and the relative density (Rd) cut-off for
positivity was determined as 2.0. Graphics were constructed in
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc.).

Ethics Statement
All animal procedures were approved by the animal care ethics
committee of the Federal University of Minas Gerais (Protocol #

143/2009).

Results

Sequence clustering reveals eight groups of the trans-
sialidase/trans-sialidase-like superfamily (TcS) of T. cruzi
Despite the fact that four TcS groups were previously described
[8,13,27], and only one group corresponds to the active trans-
sialidase proteins, a much larger number of members of this gene
family was annotated in public databases as trans-sialidases. To
sort out which members correspond to the previously defined
groups and to eventually identify new groups, we performed
cluster analysis on all predicted TcS proteins identified in the CL
Brener genome, excluding those annotated as partial and/or
pseudogenes. A total of 508 TcS members were used to perform
pairwise alignments resulting in a distance matrix that was used to
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T. cruzi Trans-Sialidase/Sialidase-Like Family

generate a multidimensional scaling (MDS) plot (Figure 1). K-
means method was then used to define ten clusters or groups
(Figure 1A). Clustering with larger numbers of groups resulted in
the fragmentation of previous clusters, without shuffling the
members among them, indicating the robustness of the clustering
of the family in ten groups (data not shown). Three members were
located far from the others in the spatial distribution and therefore
are the most divergent members of the family. One of them,
Tc00.1047053505699.10, is the only representative of the group
shown in black, and the Tc00.1047053509265.120 and
Tc00.1047053507699.230 formed the brown group. Manual
inspection of these three proteins revealed that their N-terminal
regions are longer or shorter compared to the other TcS
sequences: 1c00.1047053505699.10 contains an extra 260 amino
acids at its N-terminal, whereas Tc00.1047053509265.120 and
Tc00.1047053507699.230 have a deletion of approximately 160
and 450 amino acids, respectively, in their N-terminal region. The
truncated sequences of these two proteins were due to the location
of these genes in contig ends. Because gene prediction regarding
the initial start codon could not be corrected for these three
anomalous sequences, both black and brown groups were
excluded from further analysis. The list of proteins belonging to
each group is available in the supporting material (Table S3).

Protein and DNA sequences of the eight remaining groups
were then aligned and the intra-cluster diversity was calculated
using the p-distance, the Kimura-2-parameter and the Poisson
correction methods, as described in the material and methods
section. The groups are formed from different numbers of
members and show distinct diversity indexes (Table 1). Groups
labeled in red and dark green are the largest groups, with 227
and 117 members, respectively, totaling 68% of the TcS
members. No clear correlation between the number of members
and the diversity indexes was found. For instance, small groups
(blue and orange) have similar diversity indexes of the largest
ones (Table 1).
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Figure 1. Multidimensional scaling (MDS) plot of the TcS protein sequences. The pairwise alignments of the 508 TcS complete members
were performed and the distance matrix was used to generate a multidimensional scaling (MDS) plot. K-means method was used to define the
clusters or groups. (A) Pattern of dispersion of all 508 TcS protein sequences resulting in 10 TcS groups. (B) Pattern of dispersion of 505 TcS protein
sequences in eight TcS groups. Previously characterized TcS sequences were mapped on the MDS. TcSgroupl - blue; TcSgroupll - dark green;
TcSgrouplll - light blue; TcSgrouplV - magenta; TcSgroupV - red; TcSgrouplV - gray; TcSgroupVll - orange and TcSgroupVIil - purple.

doi:10.1371/journal.pone.0025914.g001
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We next mapped on the MDS plot the TcS proteins
representative from each of the four previously known groups
(Figure 1B). As expected, the characterized TcS members mapped
mto different MDS clusters. TCNA, SAPA and T'S-epi, all active
trans-sialidase proteins belonging to the previously defined group
I, clustered together in the blue group (hereafter named
TcSgroupl). From a total of 19 TcSgroupl members, 11 have
the critical catalytic residues (Figure S1). GP82, GP90, Tc85-
11_SA85-1.1 and ASP-2, all representatives of the previously
defined group II, mapped onto the dark green cluster (T'cSgrou-
pIl). Finally, FL-160 and Ts13, which belong to sialidase groups
III and IV, mapped onto the light blue (T'cSgrouplll) and
magenta (TcSgrouplV) clusters, respectively. None of the TcS
proteins previously characterized mapped onto the clusters that
are red (the largest TcS group), gray, orange or purple, hereafter
named TcSgroup V, VI, VII and VIII, respectively.

Identifying key sialidase signature motifs in the eight
MDS clusters

To characterize each of the eight groups, we initially searched
for all the key signature motifs as they are described in the
literature [8,13] and mapped them into the MDS plot (Figure S2).
The canonical VI'VxNVxLYNR motif was found in only 328 of
508 TcS sequences used in this study. This result prompted us to
investigate whether the other proteins annotated as TcS have a
degenerate form of this motif or do not have this motif at all. To
this end, we performed ClustalW alignment of all 508 TcS
proteins and retrieved the alignment block containing this motif.
Visual inspection of this region reveals that 159 sequences have a
degenerate version of this motif. Hence, 487 (96%) of the TcS
sequences have the canonical or degenerate forms of the
VTVxNVxLYNR motif. The remaining sequences do not contain
this motif because they have a truncated C-terminal region
resulting from premature stop codons and/or frameshifts.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 1. Diversity indexes of nucleotide, protein and 3'UTR sequences of the TcS family.
DNA Protein

Number of

members p-distance K2p p-distance Poisson correction
TcSgroupl 19 0.371/0.004 0.690/0.029 0.494/0.009 0.881/0.027
Blue
TcSgroupll 117 0.264/0.004 0.340/0.007 0.419/0.010 0.558/0.018
Dark green
TcSgrouplll 15 0.209/0.005 0.263/0.008 0.366/0.010 0.492/0.023
Light blue
TcSgrouplV 25 0.179/0.003 0.226/0.005 0.250/0.008 0.320/0.012
Magenta
TcSgroupV 227 0.252/0.004 0.316/0.006 0.396/0.009 0.513/0.015
Red
TcSgroupVi 39 0.246/0.004 0.312/0.007 0.394/0.009 0.513/0.016
Gray
TcSgroupVIl 17 0.298/0.004 0.425/0.009 0.448/0.009 0.651/0.020
Orange
TcSgroupVIil 46 0.215/0.004 0.270/0.006 0.353/0.009 0.453/0.013
Purple
TcS family 508 0.413/0.004 0.662/0.011 0.574/0.090 0.912/0.023
3'UTR 495 0.573/0.007 1.086/0.029 =
P-distance was used to measure the diversity of the coding regions, proteins and 3’ flanking sequences, with kimura-2-parameters and Poisson correction only to DNA
coding and protein sequences, respectively.
doi:10.1371/journal.pone.0025914.t001

Therefore, as previously described, this motif is a signature of
the TcS family that is found in all its members. As shown in
Figure 2, although variations on the VI'VxNVXLYNR motif are
observed, the motif is highly conserved within each cluster.

We also searched for the Asp box motif found in bacterial and
viral sialidases [28], using as query the SxDxGxTW sequence,
where x is any amino acid. A total of 135 sequences have this
motif, of which 133 belong to the previously described TcS groups
I (blue), IT (dark green) and IV (magenta) (Figure 2). The two other
sequences having this motif belong to the TcSgroupV (red) and
TcSgroupVI (gray). This result is in agreement with previous
reports showing that TcSgroupllI (light blue) does not have this
motif [29]. To investigate whether TcSgrouplll as well as
sequences from the other four new groups have a degenerate
form of the Asp box, we searched for a degenerated version of this
motif, as described in the material and methods section. This
search increased the number of positive Asp box sequences to 383.
Only one additional degenerate position was found, resulting in
the consensus SxDxGxxW. Although the majority of them have
one (220) or two Asp boxes (154), a few (9) have three. Considering
this new consensus motif, the Asp box is found in a large majority
of the members from TcSgroupl (blue, 17 of 19 members),
TcSgroupll (dark green, 114/117), and TcSgrouplV (magenta,
24/25) and is also present in the new groups TcSgroupV (red,
188/227) and TcSgroupVI (gray, 36/39). On the other hand, as
previously described, it is missing in TcSgrouplll (lightblue) and
has only a few occurrences in the new groups TcSgroupVII
(orange, 1/17) and TcSgroupVIII (purple, 3/46) (Figure 2).

The FRIP motif was searched using the pattern xRxP (where x
is any amino acid). Because this is a small and degenerate
sequence, we considered only those occurrences that are before
the Asp-box and/or closest to the N-terminal region [30]. A total
of 205 TcS proteins contain the FRIP motif, which 1s found in the
majority of the members of TcSgroupl (blue, 68%), TcSgrouplIl
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Figure 2. Prototype of each TcS group. The motifs are shown only when they occur in the majority of the proteins within the group. The Asp-
box and VTVXNVXLYNR Jogos are shown above each motif. The numbers within parentheses indicate the number of occurrences of a given motif. The
length of the proteins within the groups may vary. Graphical representations are not to scale.

doi:10.1371/journal.pone.0025914.g002
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(light blue, 87%), TcSgrouplV (magenta, 88%), TcSgroupVII
(orange, 76%) and TcSgroupVIII (purple, 87%).

To identify repetitive regions on TcS sequences, we used the
AA-repeat finder program (http://gicab.decom.cefetmg.br/bio-
web). Only repeats with more than 10 amino acids were
considered. We found that repeats are more frequent in the
TcSgroupl (blue) and TcSgrouplV (magenta) clusters. These two
groups have the largest repetitive regions, which encompass up to
884 amino acids. In fact, although we identified new repeats in
these two groups, the largest repeats are those corresponding to
the known DSSAH(S/G)TPSTP(A/V) repeat found in TS SAPA
and the TcTs13 EPKSA-repeat. On the other hand, TcSgroupV
(red), TcSgroupVI (gray) and TecSgroupVII (orange) groups have
only 1, 2.5 and 6% of their members, respectively, with repetitive
domains whereas no repeat was found in members of the
TcSgrouplll (light blue). All repeats identified in this study are
shown in Table S4.

In the prototype representation of the eight TcSgroups shown in
Figure 2, it is possible to identify three patterns of motif
occurrence. The TcSgroupl (blue) and TcSgrouplV (magenta)
clusters have the most complex structure, with the FRIP, Asp box
and VTVxNVLYNR motifs and the C-terminal repeats,
although the sequences of the VI'VxNVxLYNR motif and the
C-terminal tandem repeats are distinct. TcSgroupll (dark green),
TcSgroupV (red) and TcSgroupVI (gray) clusters contain the Asp
box and VTVxNVXLYNR motifs. TcSgrouplll (light blue),
TcSgroupVII (orange) and TcSgroupVIII (purple) clusters only
have the FRIP and VTVxNVxLYNR motifs, which have a
consensus sequence that is group-specific. This pattern of motif
occurrence is in agreement with the space distribution of the TcS
groups in the MDS (Figure 1). TcS groups I and IV that have all
motifs are centered in the MDS, whereas TcSgroups II, V and VI
are clustered in the bottom and TcSgroups III, VII and VIII are
clustered in the left top region. A graphical representation for each
of the 508 TcS proteins can be found in Figure S3.

Mapping the TcS groups on T.cruzi chromosomes

It is known that TcS genes can be found in 7. ¢ruzi subtelomeric
regions or in internal positions in the chromosomes that are
associated with other genes that encode surface proteins [2].
Subtelomeric regions are defined here as sequences extending
from the telomeric hexamer repeats to the first nonrepetitive
sequence. We investigated whether there is any bias on the
chromosome localization of the TcS clusters. Figure 3 shows the
chromosomal distribution of the TcS groups. A total of 60
complete TcS genes (not including partial or pseudogenes) can be
found associated with the subtelomeric regions. One of them
belongs to the brown cluster, which, as mentioned above, was
excluded from our analysis. The majority of the subtelomeric TcS
genes (36 members, 61%) belongs to TcSgroupll (dark green), 7
members from TcSgrouplV (magenta) and 10 from TcSgroupVIII
(purple) (Figures 3 and 4). No TcSgrouplll (light blue) or
TcSgroupVI (gray) genes are located at these regions. Interest-
ingly, with one exception, all members of the largest TcS cluster
(TcSgroup V, red) are at internal locations in the chromosomes
(Figures 3, 4A and 4B). We have also found that the subtelomeric
regions are enriched for TcS pseudogenes (Figure 4C), which is in
agreement with the hypothesis that these regions were subject to
Intense rearrangement [54].

Expression profile of the TcS genes belonging to distinct
groups

To characterize the expression profile of TcS genes belonging to
distinct groups, we have performed real-time RT-PCR using
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member-specific primers, designed as described in the material
and methods section. The expression of 12 TcS genes derived
from six TcS groups was evaluated throughout the three parasite
developmental stages using GAPDH mRNA levels, whose
expression is constitutive throughout the parasite life cycle, for
internal normalization (Figure 5). As a control, we used primers to
amplify the cDNAs from the alpha-tubulin and amastin genes,
whose mRNA levels we have previously shown to be up-regulated
In epimastigotes and amastigotes, respectively [24,31]. The
majority of the TcS transcripts are expressed in trypomastigotes
and/or amastigote forms. Interestingly, within a group, the
expression profile may be highly variable. For example, the
TcS5 gene that belongs to TcSgroupll is highly expressed in
trypomastigote forms, whereas the TcS27 from the same group
shows a much lower level of expression in the trypomastigote and
amastigote forms and is barely detected in epimastigotes. Also,
TcS9 and TeS33 from TcSgrouplV are more expressed in
trypomastigotes and amastigotes; however, TcS34, which is from
the same group, is scarcely expressed in all the development stages.
The new groups also display a variable expression profile. A very
low level of expression was verified for the two genes analyzed
from TcSgroupV in all the developmental stages (Figure 5) as well
as in the blood trypomastigotes (data not shown). On the other
hand, the gene TcS32 from TcSgroupVII is more expressed in the
trypomastigotes. The two members of TcSgroupVIII show a
variable expression profile, with TcS24 more expressed in
trypomastigotes and TcS25 more expressed in amastigotes.

Analyzing sequence conservation of the 3’ flanking
region of TcS groups

It is well established that, in Trypanosomatids, the 3'UTR
regions are involved in post-transcriptional control mechanisms
that confer stage-specific gene expression. To investigate whether
the 3’ flanking sequences of TcS genes that belong to the same
groups are conserved, we performed pairwise alignments of the
300 nt downstream of the stop codon of the TcSs, and the distance
matrix was used to generate the MDS projection. We decided to
analyze 300 nt downstream from the stop codon because this is the
mean average length of the 7. cruzi 3'UTRs [32]. The sequences
were then color-coded according to the protein clusters showed in
Figure 1. TcS genes already characterized as well as those genes
whose expression levels were analyzed by real-time RT-PCR
(Figure 5) were then mapped onto the MDS projection (Figure 6).
We could not find a very clear association between the protein and
the 3’ flanking region distances. For example, members of the
TcSgroupV (red) form a robust cluster at the protein level and are
much more variable according to the analysis of the 3" flanking
region. Also, the 3’ flanking regions of TcSgroupll (dark green)
members are scattered in three MDS areas. On the other hand,
the 3’ flanking regions of the TcSgroupVIII (purple) members
clustered together, which suggests that similar mechanisms may
control the expression of some of their genes. Interestingly, the 3’
flanking regions of SAPA and TCNA, both active trans-sialidase
enzymes expressed in the trypomastigote forms (T'cSgroupl), are
clustered very close. Also, the 3’ flanking region of the TS-epi, an
active trans-sialidase that is expressed in the epimastigote stage
that also belongs to TcSgroupl, is located farther away from the
SAPA and TCNA sequences. Moreover, the 3’ flanking region of
gp90 and gp82, both expressed in the metacyclic trypomastigotes,
and ASP-2, expressed in the amastigote stage, all belong to
TcSgroupll and are very close in the MDS projection.
Interestingly, although Tc85-11_SA85-1.1 and TsTcl3 are
expressed in the trypomastigote stage, they are divergent at the
protein level (Figure 1) and belong to different TcS groups (II and
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Figure 3. Mapping of TcS genes on 7. cruzi chromosomes. Each CL Brener chromosome is comprised of 2 homologous chromosomes as
proposed by [20]. The genes are color coded according to the color of the corresponding clusters of Figure 1. A total of 374 TcS genes could be
mapped on the chromosomes. The remaining genes belong to contigs that could not be assigned to a specific chromosome, according to Weatherly
et al,, 2009, and are not represented in the figure. Only chromosomes containing TcS genes are shown. Black dots represent telomeric repeats.
TcSgroupl - blue; TcSgroupll - dark green; TcSgrouplll - light blue; TcSgrouplV - magenta; TcSgroupV - red; TcSgrouplV - gray; TcSgroupVIl - orange

and TcSgroupVIll - purple.
doi:10.1371/journal.pone.0025914.g003

IV, respectively); they have similar 3’ flanking regions, which
suggests that similar mechanisms for gene regulation may act on
both genes.

Antigenicity of the TcS groups

Because the antigenicity of some members of the sialidase family
was already reported [33,34], we decided to investigate whether
other peptides derived from the TcS family are also antigenic. To
this end, we have performed linear B-cell epitope prediction on all
508 complete members of the TcS family. A total of 40 peptides
with 15 residues, high prediction scores and high occurrences
within the TcS group were synthesized in a solid support by the
spot synthesis technique and screened with sera from animals
infected with 7. cruzi. The list of all peptides used in this study is
shown in the Table S2. As shown in Figure 7, 11 TcS peptides
derived from distinct groups displayed antigenic properties based
on a cut-off signal well above background. In agreement with
previous studies, peptides corresponding to the SAPA (D5 and D8)
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[33] and to the TsTcl3 repeats (B5) [34] are highly antigenic. We
have also identified new epitopes specific to the previously
characterized TcSgroups I and IV (D9 and D10, and BI10,
respectively). At least one peptide from each of the new TcSgroups
-V, VI, VII and VIII - was recognized by sera of infected animals
(Al, C3, A10 and B4, and A5, respectively). The peptide C3
occurs in the largest number of members (60 in total) from the new
TcS groups V and VI and from the previously characterized TcS
groups II and IV.

Discussion

The TcS superfamily, the largest 7. ¢cruzi multigene family [2],
was described more than 20 years ago and, after the 7. cruzi
genome release, no comprehensive analysis of the diversity of this
gene family was reported. Here, by analyzing all the 508 TcS
complete genes present in the 7. ¢ruzi CL Brener genome [2], we
demonstrated that this family displays an even greater variability

October 2011 | Volume 6 | Issue 10 | e25914



>

T. cruzi Trans-Sialidase/Sialidase-Like Family

o~ o™ ] o~
2 2 = e
5 ® © @ w©
5
% © © o ©
L - -
o~ o~ o~ o~ | I I
o ll—.—‘—l—l-l-“ o o o
r T T T T 1 r T T T T 1 I T T T T 1
00 02 04 068 08 10 00 02 04 06 08 1.0 00 02 04 06 08 10 00 02 04 08 08 10
o ¢ ¢ ¢
= o o =
5 ® © © @
5
3 © © @ ©
g
L =+ - -
o~ o~ o~ ~
o =3 o : o
T T T T T 1 I T T T T 1 I T T T T 1
00 02 04 068 08 10 00 02 04 06 08 10 00 02 04 08 08 10 00 02 04 08 08 10
2 subtelomeric TcS 36 subtelomeric TcS 7 subtelomeric TcS Pseudo TcS
o~ -
P 3 @ A a s
o J . .
=4
N
3 . 9 y LI o
p i o EE. 8
. . i -2 wl® Me
o * =
3 % : I £
g _ g
= ] « " . 5 £
“ .
-~ L, = Nl
o~ L = .
= . e
o
T T T T T T il T T T T T T T T T T T T T
02 3 04 s 06 o7 95 06 07 08 09 10 11 12 .10 -0.05 000 005 0.10 15
T T T 1
0.0 02 04 06 08 1.0
1 subtelomeric TcS 3 subtelomeric TcS 10 subtelomeric TcS
o
S .
? s . 2 @ d
. 2 E
84 e ‘3 3 s g
b ol ., L4
2 Bons, o 1 . -
8 o N B AT, 0 s 5
Tl e et IYn., O 27 ceuRe
. = a S B e Rog
g 3 7 = 2 - ®
R Pl s ] o a
o s P g .2 b .
3 | . . . 2
s bengs . e = .
g J 54 ¢
s o

T
045

T
-0.40

T T T

035 030 025

T
-020

-0.15

T T T T T T

Figure 4. Distribution of each TcS group along the 7. cruzi chromosomes. (A) Histograms showing the frequency of the TcS genes along the
chromosomes. The length of all chromosomes was normalized as 1. The relative position of each gene was calculated by dividing the coordinate of
the first nucleotide of the open reading frame by the length of the chromosome. (B) Representation of each group in Figure 1, showing the genes
that localize in telomeric regions (black dots for the TcSgroupV and red dots for the other TcS groups). TcSgroupl - blue; TcSgroupll - dark green;
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showing the distribution of TcS pseudogenes along the T. cruzi chromosomes.
doi:10.1371/journal.pone.0025914.g004

than previously thought, as shown by means of the diversity
indexes and the MDS projection. Based on their pattern of
dispersion, we identified eight groups of TcS sequences, four of
which were never described before (Figure 1). The distances
among the clusters are consistent with the level of similarity and
function of the previously described TcS sequences. All proteins
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that display trans-sialidase activity clustered together (TcSgroupl,
blue). Another cluster was formed (T'cSgroupll, dark green) from
TcS proteins that have no trans-sialidase activity but that are
capable of binding to B-galactose, laminin [35], fibronectin [36],
collagen [37,38], and cytokeratin [39] and are involved in cell
adhesion and invasion. The third TS group encompasses proteins
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Figure 5. Expression profile of TcS genes by qRT-PCR. Relative quantity (Rq) calculations were based on specific standard curves for each TcS
gene. Rq values of each cDNA sample (TcS Rq) were normalized with the GAPDH gene (GAPDH Rq), a gene constitutively expressed throughout the
parasite life cycle. Alpha-tubulin and amastin were used as controls for genes more expressed in epimastigote and amastigote stages.

doi:10.1371/journal.pone.0025914.g005

involved in the regulation of the complement system (CRP -
complement regulatory proteins). Previously characterized mem-
bers of this group are the CRPs [29,40], which include the FL-160
[41]. Recently, using data from the 7. cruzi CL Brener genome
project, Beucher and Norris (2008) identified CRP paralogs based
on sequence similarity with a functional characterized CRP
(GenBank accession number AAB49414). Also, these authors
divided the CRPs into two groups, HSG (high similarity group,
with more than 80% identity with AAB49414) and LSG (low-
similarity group, with sequence identity between 54 and 62% with
AAB49414) [29]. Here we could verify that all HSGs, and
excluding two exceptions, the LSGs, fell into TcSgrouplII (light
blue). These two members, which do not belong to TcSgrouplll,
were clustered within TcSgroupVII (orange). In fact, they are the
two most divergent sequences of the LSG subgroup [29] and
correspond to members of the TcSgroupVII that are closest to the
TcSgrouplll (Figure S4). Further investigation is necessary to
verify whether these two proteins as well as other members of the
TcSgroupVII have complement regulatory activity. Finally, a
member of the TcSgrouplV that was previously described
corresponds to the TsTcl3 family, whose function is unknown.
Based on the pattern of dispersion of the TcS groups in the MDS
projection and the occurrence and sequence of key TcS motifs, we
hypothesize that the new groups V and VI and the previously
described TcS groupll are more related among each other when
compared to the other groups. The same is valid for the new
groups VII and VIII and the TcS group III. For instance, TcS
groups I, V and VI are the only ones that do not have the FRIP
motif and their consensus sequences of the VI'VxNVxLYNR
motif are very similar. Also, TcS groups III, VII and VIII share

= = g TcS33
TcS27 TcS34
Tc85-11_SA85-1.1
o 4
" ]
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Figure 6. Multidimensional scaling (MDS) plot of the 3’
flanking regions of the TcS genes. A total of 300 nucleotides
downstream from the stop codon of each gene were analyzed.
Sequences smaller than 300 nucleotides were excluded. Previously
characterized genes were mapped on the MDS.
doi:10.1371/journal.pone.0025914.9g006
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the same pattern of motif occurrence and are clustered in a similar
region in the MDS projection.

Trypanosoma  brucet  genome encodes active trans-sialidases
expressed in the insect form of the parasite [42]. Although no
active trans-sialidase was identified in 7rypanosoma rangeli, siali-
dases/sialidase-like proteins similar to TcS groups I, II and III
were found, and several of these members are expressed in the
epimastigote and trypomastigote forms of the parasite [43,44].
The evolution of the TcS family suggests a gene ancestor encoding
an active trans-sialidase expressed in insect forms of the genus
Trypanosoma and several rounds of duplication and diversification
would give rise to trans-sialidases expressed in mammalian forms
[45]. Later in evolution 7. rangeli, would have lost the active trans-
sialidase, retaining the sialidase activity. These evidences along
with the centered location of TcSgroupl in the MDS projection
suggest that extensive expansion and sequence diversification of
trans-sialidases similar to TcSgroupl would have originated other
groups and functions.

Although the TcS family displays a high degree of sequence
variation (Table 1), several motifs are conserved. The most
conserved 1s the VTVxNVLYNR motf, which is located
upstream from the carboxyl terminus of all the TcS full-length
members (Figure 2). Recently, it has been demonstrated that a
version of this motif (VIVINVFLYNRPLN), referred to as the
FLY motif, may act as a virulence factor [46,47]. BALB/c mice
administered with FLY-synthetic peptide are more susceptible to
T. cruzi infection, displaying increased systemic parasitaemia and
mortality [47]. Also, it has been shown that the FLY motif binds to
endothelial cells of the heart, suggesting that it might contribute to
the parasite tropism to this organ [10]. We identified the exact
sequence of the FLY peptide in 28 members of TcSgroupll.
Because a very similar version of this motif (ATVANV-
FLYNRPLN, in which mismatches are indicated in bold and
are underlined) is also found in 23 members of TcSgrouplV, we
speculate that, as several TcSgroupll members, this group may
also participate in host cell attachment/invasion.

Two other motifs, FRIP (xRxP) and Asp box, can be found in
various groups of the TcS family. The FRIP motif, which is closest
to the N-terminal, is involved in binding the carboxylate group of
sialic acid [48]. This motif is found not only in TcSgroupl, but also
in the majority of the members of the TcS groups I1I, IV, VII and
VIII (Figure 2). Although this motif is involved in binding sialic
acid, it has been shown that enzymatically inactive members of the
sialidase family in 7. ¢uzi still preserve carbohydrate binding
properties [49,50]. The Asp box follows the FRIP motif and can
be repeated up to five times in the sequences of viral, bacterial,
trypanosomatid and mammalian sialidases. Although its function
is unknown, it is worth noting that the Asp box occurs in secreted
proteins and in proteins that act on, or interact with, carbohy-
drates [51]. Recently, it has been shown that at least some inactive
trans-sialidases act as lectin-like proteins able to interact with the
carbohydrate portion of glycoconjugates, only if they are sialylated
[52]. The authors hypothesized that these inactive trans-sialidase
proteins could bind to host surfaces that are rich in sialyl-donor
glycoconjugates (functioning as anchors), facilitating the active
enzyme to more cfficiently undertake the sialyl-transferring
activity. Here, we have shown that, in addition to TcSgroupl,
members of TcSgroupIV have both FRIP and Asp box motifs
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Figure 7. Antigenic profile of TcS peptides. The top panel shows a representative result of immunoblot employing a SPOT synthesis membrane
and pools of sera from T. cruzi-infected mice (A) and from control uninfected mice (B). The reaction was revealed with secondary anti-total I1gG
antibody. The bottom panel shows the relative intensity of the signal of each spot estimated based on a comparison of the reactivity in immunoblots
with sera from T. cruzi-infected mice to the background levels, determined by reactivity with sera from uninfected mice. A signal was scored as
reactive when relative intensity (Rl)=2. The peptides analyzed for each TcS group are as follows: TcS group |, D5-D10; TcS group I, C9-D4; TcS group
IV, B5-C1, C3; TcS group V, A1, C2, C3, C7; TcS group VI, C2-C8; TcS group VII, A9-B4; TcS group VI, A2-A8.
doi:10.1371/journal.pone.0025914.g007
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(Figure 2) and therefore may also display carbohydrate binding
properties.

After mapping all T'cS groups on the 7. ¢ruzi chromosomes [20],
we found no association between a group and a specific
chromosomal location (Figure 3). Interestingly, we found a
distinctive pattern of gene distribution along the chromosomes
for members of the TcS groups II and V, with the former clearly
enriched at the end of the chromosomes, whereas the latter is
concentrated in the middle of the chromosomes (Figure 4).
Trypanosoma brucei and Plasmodium falciparum have a sophisticated
strategy for immune evasion, known as antigenic variation, which
allows the parasites to adapt to the host environment through
exposing and changing specific variable antigenic surface proteins
[53-58]. In these parasites, the genes that encode surface proteins
that are involved in antigenic variation are preferentially located at
subtelomeric regions because these are favorable genomic
environments that facilitate gene switching, expression, expansion
and generations of new variants [53,55]. Because we found an
enrichment of TcS pseudogenes within subtelomeres (Figure 4C),
we speculate that these 7. cruzi regions have also been subjected to
intense rearrangement. 7. c¢uzi does not undergo antigenic
variation but instead co-expresses several variable surface proteins,
among which is TcS [59]. Nevertheless, the subtelomeric location
of TcSgroupll may facilitate the generation of new variants. In
fact, in silico simulations suggested that both mutation and gene
conversion may contribute to the generation of diversity in the
TcS family [60,61]. Gene conversion may be frequent in
subtelomeric regions, and therefore could promote a faster
diversification of TcSgroupll. This scenario may be particularly
important for this group because several of its members have been
implicated in host cell attachment/invasion, and 7. cruzi has the
ability to infect a broad range of host cells. Therefore, it is possible
that the large repertoire of peptides derived from TcSgroupll may
contribute to this phenomenon.

Co-expression of several members of the TcS family has been
described in the mammalian stages of the parasite [59]. Here, we
show that the levels of expression are not homogeneous between
and within the TcS groups (Figure 5). It is well known that the
3'UTRs are implicated in the control of the gene expression of
several 7. cruzi genes that are regulated during the life cycle.
Although we have not mapped the 3'UTRs of the genes selected for
expression analysis, for a few genes, it was possible to find a
correlation between the expression profile and the sequence
similarity in their 3’ flanking regions. For example, SAPA and
TCNA genes, which are both active trans-sialidases expressed in
trypomastigotes, have almost identical 3’ flanking regions (Figure 6).
On the other hand, the 3" flanking sequences of the genes T'cS8 and
TcS25 are quite similar (75% identity) despite the fact that their
pattern of expression is very distinct (Figures 5 and 6). In this case, it
is possible that cis-acting regulatory elements present in regions
other than the 3'UTR may modulate their expression. It is also
unclear what the proportion of the total TcS repertoire is expressed
and whether the repertoire and/or the level of expressed genes may
change during the parasite infection. High-throughput RNA
sequencing approaches will clarify these questions.

We have also investigated the antigenic profile of peptides
derived from distinct groups of the T'cS family (Figure 7). Besides
the known epitopes derived from the repetitive sequences of the
SAPA and TcT'S13 proteins, new B-cell epitopes were identified in
members from both previously described and new TcS groups.
Nine of the 14 reactive peptides are found in more than one TcS
member. Specifically, the highly reactive peptide C3 (Figure 7)
occurs in the largest number of proteins (60 in total) including
members of the two new TcS groups V and VI. Also, similar but
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not identical sequences of this peptide were found in more than
150 T'cS members. The cross-reaction among several epitopes and
the sequence variability of the TcS family might contribute to the
simultaneous presence of B-cell related epitopes during an
infection. In fact, it has been proposed that cross-reactivity among
the 7. ¢ruzi epitopes could be an evasion mechanism that drives the
Immune system into a series of spurious and non-neutralizing
antibody responses [62]. In this regard, it has been shown that
subtle differences at amino acid positions in or around the active
site of the TcS proteins that have trans-sialidase activity might
delay the immune response and avoid inhibiting the complete
enzymatic makeup of the parasite [63]. This scenario may
represent an evolutionary pressure driving the diversification of
TcSgroupl, which harbors the active trans-sialidases. Whether a
similar mechanism is involved in the diversification of the other
TcS groups remains to be addressed.

The diversity of the TcS family may be even greater than
reported here since the current assembly of the CL Brener genome
is fragmented [2,20], and therefore additional TcS genes may not
be part of the dataset analyzed in this study. Nevertheless, based
on the nearly complete repertoire of TcS sequences, we can now
design probes and antibodies specific for each group, to be
employed in more assertive strategies to investigate the role of this
complex family during 7. cruzi infection.

Supporting Information

Figure S1 Partial alignment of active trans-sialidase
proteins. IRIP and Asp-box motifs, and critical amino acids
residues involved in trans-sialidase activity are shaded in gray. The
amino acid positions are relative to the first methionine. Only N-
terminal region of the active trans-sialidase proteins is shown.

(DOCX)

Figure S$2 Multidimensional scaling plot of the TcS
proteins indicating the presence of characteristic TcS
motifs. TcS proteins with the motifs are represented by red dots.
(A) SXDXGXTW motif; (B) VIVXNVXLYNR motif; (C)
SXDXGXTW motif allowing 1 mismatch; (D) sequences with
VTVXNVXLYNR motif found in the alignment block of the 505
TcS derived from the eight clusters identified in this study; (E)
FRIP (XRXP) motif. X represents any amino acid.

DOCX)

Figure S3 Prototype of each TcS protein. The peptide
signal i3 represented in gray, FRIP in green, Asp-box in blue,
VITVXNVXLYNR in red, repeats in black and GPI anchor
addition site in orange.

(TIF)

Figure S4 Divergent CRP - complement regulatory
proteins. Protein sequences involved in the regulation of
complement system identified by Beucher and Norris (2008).
Sequences were mapped on the MDS showed in Figure 1. HSG
sequences (high similarity group) and LSG sequences (low-
similarity group) are indicated by red and black squares,
respectively.

(DOCX)

Table S1 Primers used in the
reactions.

(DOC)

Real-time RT-PCR

Table S2 TcS peptides analyzed by immunoblotting.
DOCX)

Table 83 List of members of each TcS group.
(XLS)
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ABSTRACT

Identification of novel antigens is essential for developing new diagnostic tests and
vaccines. We used DIGE to compare protein expression in amastigote and promastigote forms
of Leishmania chagasi. Nine hundred amastigote and promastigote spots were visualized. Five
amastigote-specific, 25 promastigote-specific, and 10 proteins shared by the two parasite stages
were identified. Furthermore, 41 proteins were identified in the Western blot employing 2-DE
and sera from infected dogs. From these proteins, 3 and 38 were reactive with IgM and total
IgG, respectively. The proteins recognized by total IgG presented different patterns in terms of
their recognition by IgG1 and/or IgG2 isotypes. All the proteins selected by Western blot were
mapped for B-cell epitopes. One hundred and eighty peptides were submitted to SPOT
synthesis and immunoassay. A total of 25 peptides were shown of interest for serodiagnosis to
visceral leishmaniasis. In addition, all proteins identified in this study were mapped for T cell
epitopes by using the NetCTL software, and candidates for vaccine development selected.
Therefore, a large-scale screening of L. chagasi proteome was performed to identify new B and

T cell epitopes with potential use for developing diagnostic tests and vaccines.

KEYWORDS - Leishmaniasis, proteome, antigens, diagnosis, vaccine.
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1. INTRODUCTION

Leishmaniasis occurs in 88 countries with approximately 12 million infected individuals
and 350 million people at risk of contracting the infection (http://www.who.int/en/). There are
several clinical manifestations of the disease, which differ according to the Leishmania species
and the host immune response. These manifestations are the cutaneous, mucocutaneous, diffuse
and visceral diseases. Visceral leishmaniasis (VL), the more severe form of disease, is an
anthroponosis in India and Central Africa, and a zoonosis in the Mediterranean and Latin
America. Infection with L. infantum, also named L. chagasi in Latin America, represents 20%
of the global human cases (100,000 cases per year) of zoonotic VL, and its incidence is
increasing in urban and peri-urban areas in the tropicsl. Although available, the drugs used to
treat VL lead to severe side effects, and clinical presentation of the disease is not sufficiently
specific to guide treatment’. Moreover, the existing diagnostic tests and vaccines for VL need
to be improved®*. Since dogs are the main reservoirs for Leishmania parasites, they are
important targets for control of parasite transmission in countries, where VL is a zoonosis.
Hence, development of accurate serodiagnostic tests, as well as more effective vaccines for
canine VL, are highly desirable to control transmission and disease dissemination in

Mediterranean and Latin American countries.

The development of new serodiagnostic tests and vaccines for VL is largely hampered by
insufficient knowledge about the complexity of the immune responses as well as the
identification of proteins that are immunogenic for B and T lymphocytes. Indeed, only a limited
number of Leishmania proteins have been tested in diagnostic tests and vaccine formulations
for VL>*®. In this context, the identification of new immunogenic proteins derived from
Leishmania species that cause VL, is highly desirable for the development of more
sensitive/specific serodiagnostic tests, as well as effective vaccines. Thus, proteomics is a
useful approach to obtain a more complete list of immunogenic proteins from Leishmania

parasites. Currently, there are several studies in Leishmania proteomics, including L. infantum’™
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' Nevertheless, this is the first proteomic study designed to identify antigens of potential use
in development of diagnostic tests and vaccine for canine VL. For this purpose, we used a
highly virulent strain of L. chagasi isolated from a VL dog in Brazil'®>. While L. chagasi and L.

16’17, their insect vector and wild reservoirs are distinct

infantum are considered the same species
in Europe and Latin America'®'’. These differences in parasite life cycle may result in variation
in protein expression, leading to distinct biological behavior, as is the case of parasite virulence

. - - . 2021
and higher number of severe cases in Latin America™ .

Precisely, we performed a wide screen to search for immunogenic proteins from both
promastigotes and amastigotes forms of L. chagasi. As criteria of antigen selection for
serodiagnostic tests, we identified proteins that were recognized by antibodies present in sera
from dogs with VL. We then mapped both B-cell and CD8" T cell epitopes from the
immunogenic proteins. B cell epitopes were experimentally selected by a second screen
employing peptide arrays and sera from infected dogs. CD8" T cell epitopes were further
selected, in silico, based on their high affinity and ability to bind to various HLA haplotypes.
Importantly, we identified 19 hypothetical as well as 7 putative proteins, which were among the
antigens with highest immunogenic scores. Thus, our study allowed the identification of
previously undefined L. chagasi proteins, which are strong candidates for developing novel

immunological based diagnostic tests and vaccines for VL.
2. MATERIAL AND METHODS

Ethics Statement - Experiments with dogs were performed in accordance to guidelines
of the Institutional Animal Care and Committee on Ethics of Animal Experimentation (Comité
de Etica em Experimentacio Animal - CETEA) from the Universidade Federal de Minas

Gerais, protocol 211/07 approved in 03/12/2008.

L. chagasi - The L. chagasi amastigotes (MCAN/BR/2000/BH400) were purified from

spleens of hamsters 90 days post-infection. For purification of amastigotes from hamster

5
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spleens, we used a modified version of the method described by Chang (1980) *2. Immediately
after the spleen removal, imprint smears were prepared and stained with GIEMSA for
visualization of amastigotes by optic microscopy. The organ was then macerated in Schneider
medium (Gibco BRL, Paisley, UK) employing a daucer, and centrifuged at 100 g for 10 min.
The residual red cells in the supernatant were disrupted with the addition of 0.05% saponine
w/v for 5 min, followed by centrifugation at 2,000 g for 10 min. The pellet was then
resuspended in 5 ml of Schneider medium. The suspension was passed through a 26-G needle,
gently added to 5 ml of Percoll solution (Sigma, St. Louis, MO), and centrifuged at 2,000 g for
40 minutes to separate the amastigote from the cellular ring. The purity of our preparation was
verified by microscopic inspection, and no intact host cells were found in the amastigote

suspension. The amastigote suspensions were pelleted and frozen at -70°C until use.

L. chagasi promastigotes (MCAN/BR/2000/BH400) were grown at 23°C in Schneider's
medium (Gibco BRL) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Sigma),
200 U of penicillin/ml (Sigma), and 100 pg of streptomycin/ml (Sigma) at pH 7.4.
Promastigotes from the logarithm phase were submitted to centrifugation at 8,000 g for 20 min

at 4°C and the pellet collected and stored at -70°C.

Canine Sera - For the initial screening of Leishmania antigens, we used a pool of sera
from twenty animals per experimental group, i.e. acutely infected, chronically infected, and
uninfected control dogs. The acutely infected dogs were challenged intravenously with 10’
amastigotes of L. chagasi and blood collected 30 days post-infection. The chronically infected
dogs were naturally infected with Leishmania in the metropolitan region from Belo Horizonte,
rescued and maintained in our facility for laboratorial and clinical evaluation. VL in chronically
infected dogs was certified by the presence of clinical symptoms, and parasitological tests in
bone marrow cells examined by optical microscopy. The uninfected dogs were negative in
parasitological as well as serological tests for VL and used as negative controls in our study.

Blood was withdrawn and maintained at room temperature for 3 h to obtain serum. Individual
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sera were tested for serology employing immunofluorescence and ELISA tests for anti-
Leishmania antibodies. Animals were included in our study as acutely infected, chronically
infected, and uninfected when the diagnostic tests were IgM (+), IgG (+)/ IgM (-), and IgG (-
)/IgM (-), respectively. One hundred microliters from individual serum of 20 dogs selected per
group were deposited in a single tube, in order to obtain a pool of sera that was representative

of acutely infected, chronically infected and uninfected dogs.

Protein Extract - The parasite were suspended in lysis buffer (8§ M urea, 2 M thiourea,
4% CHAPS, 65 mM dithiothreitol - DTT, 40 mM Tris base, and a protease inhibitor mix - GE
Healhtcare, San Francisco, CA) in a proportion of 500 pl of lysis buffer for 10° parasite.
Samples were incubated for 1 h at room temperature, with occasional vortexing, and then
centrifuged for 15 min at 20,000 g and room temperature. The supernatant (protein extract) was
kept at -70°C until analysis. The protein content was measured using the 2D-Quant kit (GE

Healthcare) according to the manufacturer’s instructions.

Two-Dimensional Gel Electrophoresis (2-DE) - To identify differentially expressed
proteins between amastigote and promastigote forms we used Differential Gel Electrophoresis
(DIGE), briefly, 150 pg of sample was labeled with 400 pmol of N-hydroxysuccinimidyl-ester-
derivates of the cyanine dyes (Cy2, Cy3 and Cy5 - GE Healthcare) following the
manufacturer’s protocol. The reaction was quenched with 1 ml of 10 mM lysine for 10 min on
ice and in the dark. A mixture of protein extracts from amastigote and promastigote forms was
labeled with Cy2 as an internal standard. Protein extracts from promastigote and amastigote
forms were labeled with Cy3, and Cy5, respectively. Experiments were performed with three
biological replicates and a dye-swap for both parasite forms. Different labeled extracts were
pooled, reduced with 2% DTT, complemented with 2% ampholytes (pH 4—7), adjusted to a
final volume of 350 uL with sample buffer (7 M urea, 2 M thiourea and 4% CHAPS), and
incubated for 10 min on ice and in the dark. The isoelectric focusing voltage was increased

gradually to 8,000 V and run for 60,000 Vh at 20°C and a maximum current of 50 pA/strip in

7
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Immobilized pH Gradient (IPG) 18 cm, pH 4-7 (GE Healthcare). Focused IPG strips were
incubated for 15 min in equilibration solution (50 mM Tris-HCI pH 8.8, 6 M urea, 30%
glycerol, 2% SDS, 0.002% bromophenol blue and 125 mM DTT) and then alkylated for further
15 min in an equilibration solution containing 13.5 mM iodoacetamide instead of DTT. Strips
were transferred onto a 12% SDS-PAGE gel and second dimensional focusing was performed
at 15°C using 20 mA/gel for 1 h, followed by 50 mA/gel, with an Ettan DALT 6 unit (GE
Healthcare). Gels were scanned on a Typhoon Trio laser imager (GE Healthcare) with
excitation/emission wavelengths specific for Cy2 (488/520 nm), Cy3 (532/580 nm) and Cy5

(633/670 nm).

Images were analyzed using ImageMaster 2D Platinum 6.0® software (GE Healthcare).
Normalized spot volume data were log10-transformed before analysis, in order to eliminate
distributional skew and improve the normal approximation for validity of p-values. Analysis of
variance (ANOVA) was performed on logl0-normalized spot volumes. Estimated differences
between amastigotes and promastigotes were obtained from the model as differences in least-
square and exponential means (linear contrasts). Significance testing was performed at the 5%
level. All statistical analyses were accomplished using SASs V9.1 software. To manually
remove the selected spots after scanning in Typhoon, the DIGE gels were also stained with

colloidal Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 following procedures described elsewhere.

Western blot — 2DE - For Western blot analysis, the 500 pg protein extract from
promastigote forms were used and fractionated in 2-DE gel. First dimension IEF and second
dimension SDS-PAGE were performed as described above, including the isoelectric focusing
voltage and the IPG of 18 cm, pH 4-7 (GE Healthcare). The samples were determined in
individual gels and no fluorescent dye was employed. The proteins from unstained 2D were
transferred onto nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) in a trans-
blot semidry transfer Unit (GE Healthcare) by applying a current of 1.6 mA/cm? for 2 h. The

membranes were rinsed with TBS—Tween buffer (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7.4) and
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incubated with blocking buffer (5% low fat milk powder in Tris-buffered saline) at 4°C
overnight. The blotted membranes were incubated with pools of canine sera (i.e., acutely and
chronically infected or uninfected control dogs) diluted 1:500 in blocking buffer, for 2 h at
room temperature. After washing three times in 0.05% TBS—Tween for 15 min, the membranes
were incubated with either anti-total dog IgG, anti-IgG1, anti-IgG2 or anti-IgM-peroxidase
conjugates (Sigma) diluted 1:10,000 in blocking buffer, for 2 h at room temperature.
Membranes were washed three times with TBS - Tween buffer for 5 min and three times with
TBS for 5 min. Finally, nitrocellulose sheets were washed with a mixture of 6 mg of 3,3'-
diaminobenzidine DAB (Sigma) in 12 ml of TBS buffer and 12 ml of a solution containing 10
ml of the phosphate-buffered saline, 10 pl of hydrogen peroxide and 2 ml of methanol (Sigma).
Blots were incubated with this solution for 1-3 min. The reaction was interrupted with water,
and the blots were dried with paper towels and stored at room temperature>*. Spots that were
recognized only by sera (total IgG, IgG1, IgG2 and/or IgM) from infected animals, but not
from uninfected dogs were cut in gels. To select the spots, the images from membranes and
gels with protein extracts were analyzed using the ImageMaster 2D Platinum 6.0® (GE

Healthcare). The selected spots were removed for identification by mass spectrometry.

Identification of Proteins - MALDI-TOF/TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption Ionization Time-of-Flight/Time-of-Flight Mass spectrometry) - Protein spots
were manually excised from stained 2-D gels. The gel pieces were washed three times with 100
pl of 25 mM ammonium bicarbonate containing 50% v/v acetonitrile. After drying, gel pieces
were rehydrated for 30 min at 4°C with 10 pl of trypsin solution (Promega, Madison, WI)
containing 20 ng/pl in 25 mM ammonium bicarbonate. Excess protease solution was then
removed and replaced by 20 pl of 25 mM ammonium bicarbonate. Digestion was performed for
16 h at 37°C. Peptide extraction was performed twice for 15 min with 30 pl of 50%
acetonitrile/5% formic acid solution. Trypsin digests were then concentrated in a SpeedVac

(Savant Instruments Inc., Farmingdale, NY) concentrator to about 10 pl and desalted using Zip-
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Tip (C18 resin; P10, Millipore Corporation, Bedford, MA). Peptides were eluted from the

column with 50% acetonitrile/0.1% trifluoroacetic acid.

Roughly 0.3 pl of the sample solution was mixed with an equal volume of a saturated
matrix solution [10 mg/ml R-cyano-4-hydroxycinnamic acid (Aldrich, Milwaukee, WI) in 50%
acetonitrile/0.1% trifluoroacetic acid] on the target plate and allowed to dry at room
temperature. Raw data for the identification of proteins were obtained on the 4700 proteomics
analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Both MS and MS/MS data were acquired with
a neodymium-doped yttrium aluminum garnet (Nd:YAG) laser with a 200-Hz repetition rate.
Typically, 1,600 shots were accumulated for spectra in the S mode, while 2,400 shots were
accumulated for spectra in the MS/MS mode. Six of the most intense ion signals with a signal-
to-noise ratio above 30 were selected as precursors for MS/MS acquisition, with the exclusion
of common trypsin autolysis peaks and matrix ion signals. External calibration in MS mode
was performed using a mixture of four peptides: des-Argl-Bradykinin (m/z 904.468);
angiotensin I (m/z 1,296.685); Glul-fibrinopeptide B (m/z 1,570.677); and ACTH (18-39) (m/z
2,465.199). MS/MS spectra were externally calibrated using known fragment ion masses
observed in the MS/MS spectrum of angiotensin I. Following data acquisition, a peak list was
obtained from the raw MS/MS data using the “Peaks to Mascot” function in the 4000 Series

Explorer software (Applied Biosystems).

Database Search. Uninterpreted tandem mass spectra were searched against the
nonredundant protein sequence database from the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) using the Mascot (version 2.1) MS/MS ion search tool (http://
www.matrixscience.com). The search parameters were as follows: no restriction of protein
molecular weight, one missed trypsin cleavage allowed, non-fixed modifications of methionine
(oxidation) and cysteine (carbamidomethylation); pyroglutamate formation at the N-terminal
glutamine of peptides with no other post-translational modifications being taken into account.

Mass tolerance for the peptides in the searches was 0.8 Da for MS spectra and 0.6 Da for
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MS/MS spectra. Peptides were considered to be identified when the scoring value exceeded the
identity or extensive homology threshold value calculated by Mascot. In cases of protein
identification based on a single peptide, the minimum threshold for the probability-based
Mascot score was 40. Otherwise, mass spectra with lower scores, but presenting a reasonable

. . 25
tandem mass spectrum, were manually verified™.

Mapping T-cell and B-cell Epitopes, Peptide Synthesis and Immunoassay - All
Leishmania proteins identified during the course of the study were screened for potential T cell
epitopes using the NetCTL algorithm (Web service for prediction of cytolitic T cell epitopes in
protein sequences)26. NetCTL was the method of choice for cytotoxic T-lymphocyte epitope
prediction because it integrates predictions for different steps involved in MHC class 1
presentation: proteosomal cleavage, TAP transport efficiency and MHC class I affinity. More
importantly, NetCTL method was shown to have a higher predictive performance than the
SYFPEITHI, the BIMAS HLA Peptide Binding Prediction, EpiJen, MAPPP, MHC-pathway,
and WAPP methods using a dataset containing approximately 300 experimentally validated
CTL epitopes27. Various studies have also used this method for CTL epitope predictions that

were experimentally validated®**

. In the present analysis, a score cutoff of 0.75, which
corresponds to a good compromise between sensitivity (0.8) and specificity (0.97) was used. A

total of 10 HLA supertypes were tested.

The immunogenic proteins selected by Western blot were mapped by BEPIPRED (B cell
epitope prediction) software to predict the presence and location of linear B-cell epitopes. We
used the BEPIPRED method because it uses the propensity scale methods (as other linear B-
cell epitope predictors) and also incorporates hidden Markov model (HMM). The combination
of the two best propensity scale methods (Parker and Levitt) with HMM resulted in a
performance significantly better than a number of individual tested propensity scales (Parker,
Chou and Fasman, Levitt, Emini)**. Our group has successfully used this method in several

other studies for prediction of B-cell epitopes followed by experimental validation. Moreover,
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the presence of the peptide signal (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) and the N-
glycosylation sites (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) was evaluated. Peptides formed
by 12 consecutive amino acids with score higher than 2.0 were selected and tested in cellulose
membranes by the SPOT synthesis membrane (peptide arrays on cellulose support generated

using SPOT synthesis technology).

The SPOT synthesis was employed using a method for preparation of immobilized
peptides with 12 amino acids™. The assembly of the peptides was performed utilizing the
previously-described Frnoc—chemistry3 % The reactivity of the SPOT membrane was evaluated
according to the protocol described by Soutullo et al. (2007)*". Sera from either chronically or
acutely infected dogs diluted at 1:500 v/v were used as primary antibodies. The anti-total dog
IgG or anti- IgM-alkaline phosphatase (AP) conjugates (Bethyl Laboratories, Montgomery,
TX) were used as secondary antibodies, at a dilution of 1:5,000 v/v. All experiments using

different combinations of primary and secondary antibodies were performed in triplicate.
3. RESULTS

Differential expression of proteins between amastigote and promastigote forms of L.
chagasi - Differential expression of proteins between amastigotes and promastigotes forms of
L. chagasi were analyzed by DIGE, and the representative images are presented in Figure 1.
Green spots (Figure 1-A) indicate promastigote proteins, and red spots (Figure 1-B) reveal
proteins from amastigote form. An overlay of Figures 1-A and 1-B is shown in Figure 1-D, and
yellow spots (Figure 1-C) are mix of proteins from both, amastigotes and promastigotes.
Approximately 900 spots were detected in extracts from each parasite stage. All differentially
expressed proteins (spots), in addition to those that were abundant in both samples were
excised from gel. A total of 113 spots were excised from the gels: (i) 56 spots only from
promastigote forms; (ii) 43 spots only from amastigotes; and (iii) 14 spots present in extracts

from both stages were selected and identified by MS.
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The 56 spots selected from promastigote forms corresponded to 25 different proteins
from Leishmania. In addition, we identified 10 proteins that had similar expression in both
promastigote and amastigote stages (two Hypothetical proteins, Eukaryotic translation initiation
factor 3 subunit, Translation elongation factor 1-beta, ATP synthase, epsilon chain, Eukaryotic
initiation factor 5a, Adenosine kinase, Ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor,
Adenosylhomocysteinase and Trypanothione reductase). From 43 spots from amastigote
extract, 18 proteins were identified, and only 5 were derived from Leishmania (Alpha tubulin,
Hypothetical protein, Phosphomannomutase, Prostaglandin f2-alpha synthase and Translation
elongation factor 1-beta). The other proteins were proteins from the hamster, from which actin
was by far the dominant contaminant. Thus, from the 28 proteins identified in amastigote
extracts 15 (~54%), were from Leishmania and the remaining 13 from hamster. The criteria
used to determine the origin of different proteins were the levels of homology to protein
sequences deduced from genes found in the L. chagasi versus hamster genome. All Leishmania
proteins identified are presented in Supplementary Table 1. Proteins that are differentially
expressed in each sample are highlighted in Figures 2A and 2B, and those with similar
expression in Figures 2C e 2D. Most of the 900 spots found on DIGE were common to both
promastigote and amastigote stages and we assume that they are derived from Leishmania
parasites. The Venn diagram with the most abundant proteins of amastigote an promastigote

stages of L. chagasi identified by 2D-DIGE and mass spectrometry is presented in Figure 3.

Immunogenic proteins identified by Western Blot - 2D Gel — In order to identify
additional immunogenic proteins from L. chagasi, we used pool of sera from animals at
different stage of infection, i.e., acutely infected, chronically infected, or uninfected controls.
Details of selected animals and pool of sera are described in Material and Methods. We have
chosen not to use individual sera, because the repertoire of immunoglobulin varies from animal
to animal. Thus, using a pool of sera we should have a better representation of antibody

specificity to Leishmania antigens, than in individual sera. This approach was shown effective,
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since we found a series of novel antigens and epitopes that were recognized by some, but not
other sera from infected dogs. Furthermore, particular peptides derived from the newly
identified antigens were recognized by individual sera from the vast majority of dogs with VL,

but not from uninfected dogs (data not shown).

The gel from promastigote forms of L. chagasi were stained with Coomassie Blue
(Figure 4-A) or transferred to nitrocellulose membrane and incubated with sera from dogs
undergoing acute leishmaniasis (30 days after infection) (Figures 4-B) or from uninfected
control dogs (Figure 4-C) to identify proteins recognized by serum IgM. Three proteins
(Mannose-1-phosphate guanyltransferase, heat shock protein 83-1 and a-tubulin) were

identified (Supplementary Table 2).

Immunoblots were also performed to identify antigens recognized by total IgG, as well as
IgG1 and IgG2 isotypes present in sera from dogs chronically infected with L. chagasi. The gel
from promastigote forms were stained with Coomassie Blue (Figure 5-A), transferred to
nitrocellulose membrane, incubated with sera from chronically infected (Figures 5-B, 5-C and
5-D) or uninfected control dogs (Figure 5-E), and probed with anti-total IgG (Fig. 5-B), anti-
IgG1 (Fig. 5-C) or anti-1gG2 (Fig. 5-D) antibodies conjugated with peroxidase. A large number
of antigenic spots were detected in the acidic pH range (4—7). The antigens that were
specifically recognized by immune sera from infected dogs, and not by sera from control
animals, were selected and further analyzed by MS-MS. Forty four spots were recognized by
total IgG. From those 12 spots were recognized by both IgG1 and IgG2, 9 recognized by I1gG2,
and 6 recognized by IgG1 subclasses of immunoglobulin (Supplementary Table 2). Seventeen
spots from Leishmania extract were recognized by total IgG, but not by IgG1 and IgG2
antibodies. We believe that this is a question of protein concentration and higher sensitivity of
the immunoblot, when we employed a secondary antibody for total IgG, versus secondary
antibodies specific for IgG1 or IgG2 isotypes. The spots identified by each subclass and the

number of spots found between the subclasses of immunoglobulin are shown in Figure 6.
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Peptides and immunoassay in SPOT synthesis technique as candidates for
serodiagnosis - A total of 180 peptides (12 amino acids length) with a high score, were
selected after BEPIPRED analysis and submitted to SPOT synthesis. The cellulose membranes
containing the peptide array were incubated with pools of sera from chronically infected
(positive) and uninfected (negative) dogs and developed with anti-total IgG secondary
antibody. The intensity of the spots was determined by overlapping membranes incubated with
positive and negative sera, as indicated by analysis employing ImageMaster software. We
selected all spots (peptides) with Relative Intensity (RI) greater than 2.0 (Table 1 and Figure 7).
Based on immunoassay we selected 25 peptides with no false positive according to the RI
determined in the SPOT image. The 25 peptides were derived from 8 different proteins: Heat
Shock Protein-83 (1 peptide), 3,2-Transenoyl CoA isomerase (2 peptides), Ribonucleoprotein
p18, mitochondrial precursor (1 peptide), Aldose 1-epimerase (2 peptides) and other four

hypothetical proteins presenting 2, 3, 7 and 7 peptides each (Table 1 and Figure 7).

Prediction of MHC class I binding peptides using the NetCTL software — All
Leishmania proteins selected in the DIGE gel as well as in the immunoblot (Supplementary
Tables 1 and 2) were screened for potential T cell epitopes using the NetCTL software. In our
analysis we used a score cutoff of 0.75, which corresponds to a good compromise between
sensitivity (0.8) and specificity (0.97)%°. After analysis by the NetCTL software the following
criteria were used to select T cell antigens/epitopes: (i) the ability of a given peptide to bind
from three to five HLA haplotypes; (i1) the high score in the prediction for HLA binding; and

(iii) the number of T cell epitopes present in a single protein.

We tested the ability of each peptide/protein to bind to 10 different HLA supertypes (A1,
A2, A3, A24, B7, B8, B27, B44, B58 and B62) by virtual analysis. The in silico analysis
indicate that the largest proportion of nanomers were found to bind A24 (17.5%) allele,
followed by A3 (14.9%), and then B62 (11.9%), and then by the others. The majority of the

nanomers were predicted to bind to only one HLA, but some seemed to be promiscuous and
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bind to multiple supertypes. The largest number of supertypes to which a given peptide could
bind is five. On the average, around 78% of the predicted peptides were found to bind to only
one supertype, 16.6% of the peptides reacted to two HLAs, 4.3% peptides to three HLAs, 1.1%
peptides to four HLAs, and 0.06% peptides to five supertypes. The sequence of peptides that
bind HLA predicted to bind from three to five HLA supertypes and the name of proteins they

belong to are presented in Supplementary Table 3.

Finally, we determined the number of immunogenic peptides present in Leishmania
proteins (Supplementary Table 4). A hypothetical protein (Spot Code 64) contains the highest
number of predicted peptides with score > 1.5 (166 in total). In part, this is due to the fact that
this is the largest protein in the dataset (4,873 aminoacids). Nevertheless, this protein is found
among the 1/3 top proteins with the highest percentage of predicted peptides (25%), which
takes into account the total number of predicted peptides and the total number of amino acids in
the protein. More importantly, we found that the putative protein Fatty acid elongase (Spot
Code 73), which has only 299 aminoacids, presented the highest percentage of predicted
peptides (33%) (Supplementary Table 4). Proteins and peptides with greater potential to be
recognized by CD8+ T cell epitopes are shown in Table 2 and deserve further investigation as a

vaccine candidate.
4. DISCUSSION

In this study, we performed proteomic analysis of the promastigote and amastigote stages
of L. chagasi, aiming to identify immunogenic proteins with potential application in the
development of immunodiagnostic tests and vaccine for canine VL"****, To identify
immunogenic B cell epitopes, we employed sera from dogs infected with L. chagasi. A total of
3 and 38 antigens were specifically recognized by IgM and IgG, respectively. The
identification of antigens was followed by in silico analysis to predict B cell epitopes. One
hundred and eighty putative immunogenic peptides were screened on a peptide array, leading to

the selection of 25 peptides that are able to discriminate sera of infected from control
16
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uninfected dogs. We also performed in silico analysis of proteins identified by DIGE or
Western blot techniques to predict epitopes recognized by CD8* T lymphocytes (CTL), which
are thought to be important elements in host resistance to VL. Importantly, the approach
described above lead to the discovery of various hypothetical and putative proteins that are
strong candidates for developing new immunological based diagnostic tests and vaccine for

VL.

This study represents several novel aspects in terms of proteomic analysis and antigen
discovery for Leishmania species. While L. chagasi and L. infantum are considered the same
species16’17, differences in their life cycle, such as the insect vector and wild reservoirs, may
result in variations on protein expression, leading to different behavior'®'®. For instance the

20,21
", Here, we

number of cases and death due VL are much higher in Brazil than in Europe
perform proteomic analysis of a highly virulent strain of L. chagasi, originally isolated from a
dog with VL in Belo Horizonte, Brazil . Importantly, this is the first proteomic study designed
to identify antigens that are immunogenic for dogs and can be directly applied to develop new
immunodiagnostic test as well as vaccine for canine VL. Furthermore, this study represents a
thorough proteomic analysis, in which selection of 81 proteins by DIGE and 2D immunoblots
was followed by identification of B and potential T cell epitopes, strengthening our search of

antigens. Finally, we identified 19 hypothetical as well as 7 putative proteins, which were not

previously described.

The lack of access to good-quality diagnostic tests for Leishmania infection contributes
to the enormous burden of ill health in the world. Since the clinical manifestations of VL lack
specificity, confirmatory tests are required to identify dogs infected with L. chagasi. This is
critical for control of disease, since dogs are the main reservoir of L. chagasi, and therefore,
critical for transmission and spread of VL to humans. Several antibody-detection tests
employing parasite preparations or recombinant proteins have been developed for laboratory

and field diagnosis of VL. However, a diagnostic method with high specificity and sensitivity,
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to guide the management and control of VL in dogs, remains to be developed. We believe that
a new generation of diagnostic tests with the expected high sensitivity and specificity should be
composed of various linear B-cell epitopes, which have been mapped from Leishmania

. 234,38
antigens™” 7.

Proteomic maps have been generated for different species that cause cutaneous

10,42,43

. . . . . 40 .7 . 41 .
leishmaniasis, i.e. L. major™, L. braziliensis *" and L. mexicana , as well as for L.

14,4445

. 79,11
donovani and L. infantum

that are the etiological agents of VL. Precisely, it was
evaluated the differential expression of proteins in axenic amastigotes and promastigotes forms
of L. donovani'>'*. In addition, studies mapping L. donovani antigens were performed using 2-
D Western blot with human sera and parasites isolated from VL patients in India***. Another

study performed a high-resolution proteome analysis of L. infantum promastigotes and allowed

the identification of immunogenic proteins recognized by a hyperimmune serum from rabbits’.

The early diagnosis and treatment has an important role in preventing the development of
long-term complications or interrupting transmission of the infectious agent. Three proteins,
i.e., Mannose-1-phosphate guanyltransferase, alpha tubulin and heat shock protein (HSP) 83-1,
were recognized by IgM present in sera from acutely infected dogs. From these proteins, only
one peptide from Mannose-1-phosphate guanyltransferase was recognized by IgM antibodies.
The HSP 83-1 has a predicted site for glycosylation and carbohydrates may be the main B cell

epitope recognized by IgM present in sera from acutely infected dogs.

Sera from chronically infected animals were also used to identify immunogenic proteins
recognized by anti-Leishmania specific IgG. All immunogenic proteins were analyzed to
predict B cell epitopes, and a peptide array used in an immunoblot for seeking immunogenic
peptides*®™*®. Twenty five peptides from 8 proteins were recognized specifically by sera from
infected dogs: HSP-83 (1 peptide), 3,2-Trans-enoyl CoA isomerase (2 peptides),
Ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor (1 peptide), Aldose 1-epimerase (2 peptides)

and another four hypothetical proteins presenting 2, 3, 7 and 7 peptides, respectively (Table 1).
18
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A number of studies have demonstrated that different vaccine formulations can induce
significant protection against infection with Leishmania spp. in a variety of animal
models>**, Currently, two vaccines for canine VL are commercially available in Brazil, one
vaccine composed of parasite extracts’', and one composed of a amastigote specific
recombinant protein, named A21, However, the efficacy of these vaccines remains partial, and
it is necessary to develop a new vaccine formulation with greater efficacy. We also sought to
apply bioinformatic methods to identify proteins from L. chagasi that contain immunogenic T

323 and are candidates for a vaccine against VL. Considering the polymorphic

cell epitopes
nature of the HLA, promiscuous T cell epitopes are of interest for vaccine design, and the first
step of selection of CD8" T cell epitopes was the ability to bind at least to 3 HLAs. We also
considered the affinity of peptide binding to various HLAs, and the number of T cell epitopes
in a single protein. Based on these parameters, we generated a list of native proteins as well as

peptides (Table 1) that could be used to generate chimera proteins for the development of a VL

vaccine.

While both CD4"and CD8" T lymphocytes are important components for host resistance
to VL™, algorithms to identify CD4" T cell epitopes are more error-prone, and we plan to
identified these epitopes experimentally. To predict CD8" T cell epitopes we used the NetCTL
progralm26 that predicts peptide binding to 10 HLA class I supertypes (Al, A2, A3, A24, B7,
B8, B27, B44, B58 and B62). The NetCTL program also integrates other routines to predict
proteasomal C-terminal cleavage and transport efficiency by the transporter associated with
antigen processing (TAP)>. Because dog MHC I polymorphism is not well known and
therefore not incorporated into the predictors, we used human HLA to predict potential dog
MHC I peptide binders. Nevertheless, we recognize that this study can be directly applied to

elaborate a vaccine for dogs, as a major overlap of dog and humans HLA has been described®.

The amastigote is the parasite stage found in the mammalian hosts. Thus, proteins

expressed in this developmental form represent potential candidates for vaccine development.
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Indeed, experiments indicate that immunization with proteins expressed by amastigote stage
can provide effective protection against infection'~’. In our DIGE we found only five proteins,
which were amastigote-specific, i.e. phosphomannomutase, prostaglandin f2-alpha synthase,
elongation factor-1a, alpha tubulin, which have been previously reported to be abundant in

Leishmania amastigotes’ ">

, and a newly described hypothetical protein. Importantly, from
five proteins identified as amastigote-specific, four of them presented high content of T cell
epitopes. Three of those proteins contained promiscuous epitopes, which potentially bind to
four different supertypes and were selected as antigens with greater potential to be
immunogenic for T cells and vaccine development (Table 2). Furthemore, the vast majority of

antigens found in the DIGE were common to amastigotes and promastigotes, and thus,

potential vaccine candidates.

Different studies have shown complex antigenic patterns in VL when accessed by
Western blot techniquesg'm. Some of these antigens, such as HSP70, gp63, HSP83, several
ribosomal proteins, histones, KMP11 or LACK are well characterized and have been used in
either diagnostic tests and vaccination protocols62. Other antigens are still waiting to be
identified and characterized. For example, 3,2-trans-enoyl CoA isomerase and Aldose-1-
epimerase are enzymes that catalyze the geometrical or structural changes within one molecule,
and the existence of proteins in Leishmania protozoa has so far been inferred from homology.
Importantly, among the B cell as well as T cell antigens analysis, we identified various antigens
previously defined as hypothetical proteins. These hypothetical proteins have conserved
homology in other species of Leishmania (L. infantum, L. major and L. braziliensis). Some of
these proteins were among the best candidates as B cell antigens for diagnostic tests (Table 1 —
spot codes 46, 47, 64 and 66), and T cell antigen for vaccine formulations (Table 2 —spot codes

2,47, 64, and 65).

In conclusion, using proteomic and in silico analysis, we were able to identify novel

proteins that are important targets for humoral and T cell responses against Leishmania
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parasites that cause VL. Further studies employing some of these native as well as chimera
proteins shall be employed to develop an accurate diagnostic test and an effective vaccine, to

identify infected hosts as well as to prevent transmission and development of canine VL.

5. ACKNOWLEDGMENT

This study was funded by Rede Mineira de Biomoléculas — Fundacdo de Amparo as
Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG), and Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia de Vacinas (INCTV) - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnoldgico (CNPq).

6. SUPPORTING INFORMATION AVAILABLE

The contents of Supporting Information include four large tables, as follows:
Supplementary Table 1 - detailed list of proteins expressed in either or both promastigote or
amastigote stages of L. chagasi, as revealed by DIGE analysis; Supplementary Table 2 -
detailed list of proteins revealed by immunoblot analysis; Supplementary Table 3 — sequence of
peptides, derived from L. chagasi proteins, selected by virtual analysis employing the NetCTL
and shown to bind to at least three HLA supertypes; Table 4 — list of proteins which contain
high number of peptides able to bind to different HLAs with a high score, as determined by

virtual analysis.
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7. TABLES

Table 1. List of proteins and their respective immunogenic peptides (B cell epitopes)
selected by BEPIPRED algorithm and reactivity with IgG antibodies present in sera from

Journal of Proteome Research

dogs infected with Leishmania chagasi.

B CELL EPITOPES
Spot*Code l(—’:(:)[()ltide Protein Name Peptide Sequence
40 40A Ri.bonucleoprotein pls, EAPSKQDKPVEN
mitochondrial precursor
46A TERPEGANFATP
46 46B Hypothetical protein VEGERVETT
46C LTMNTNQPRMPQ
47A TRGVKSSSKLPA
47 Hypothetical protein
47B RDDPHKVTPSDM
49 49A Heat shock protein 83-1 | VTKEYEVQNK
51A 3,2-trans-enoyl-CoA FQSQPPPGVPQG
51 isomerase,mitochondrial
S51B precursor RHQDTNAAPAGS
64A ANIKGVPTRAET
64B DSDDTEEGEDEG
64C EGTAGEPKPPAM
64 64D Hypothetical protein MRTSTDMPSQHI
64E TRQTSQEPTPVS
64F PLATQSYGFGSD
64G GVAPPGWYDPPVQ
66 66A Hypothetical protein PHRAGETSAAGL
66B SQQAPAVPPLPQ
66C QGMMSPGRSEEK
66D VPKGDKAVSSPP
66E GERRRGDAEDGR
22
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66F SSRPSPPSKVSS

66G AAAAASSPSIAP

72A GYPKNPEEAYAD
72 Aldose 1-epimerase
72B LPASGGPGQRYA

©CoO~NOUTA,WNPE

10 From 41 proteins selected by 2D gel and Western blot analysis, 180 peptides were identified
13 with the BEPIPRED software and synthesized. Twenty five immunogenic peptides (B cell
15 epitopes) were selected from eight proteins derived from L. chagasi based on their ability to
discriminate sera of infected dogs from sera from uninfected dogs. These peptides present
20 relative intensity corresponding to 2 or greater, when comparing the reactivity of sera from

22 infected dogs to sera from uninfected dogs (see Figure 7) in a SPOT synthesis membrane.
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Table 2. List of Leismania chagasi derived proteins and peptides with greater potential for binding with high affinity to multiple HLA supertypes.

T CELLS EPITOPES
SELECTED PROTEINS SELECTED PEPTIDES
Spot Protein Name | % No of predicted Spot | Protein Name of Peptide sequence No of Supertypes
Code predicted peptides with score >1.5 | Code | Selected Peptides Supertypes
peptides a.a position
Fatty acid . .
Putative eukaryotic A2, A24,

73 elongase, 33.0 16 18 initiation factor 4a 223-FMRDPVRIL-231 5 B7. BS, B62
putative
Heat shock Al, A24,

53 |protein 83; HSP 29.5 16 47 Hypothetical protein 486-WSSQSPKSF-494 5 B8, B58,
90 B62
Sterol 24-c- A2, A3,

74 | methyltransfera 29.3 22 64 Hypothetical protein 1326-RMMGVLFDY-1334 5 A24, B27,
se B62
Tryparedoxin Al, A3,

3p | YPare 293 11 72 Aldose 1-epimerase 84-FTLDGVKYY-92 5 A24, B58,
peroxidase

B62
Mannose-1-phosphate A24, BT,
75 | Peroxidoxin 1 29.1 10 M ~PRosp 75-WSRKLGVSF-83 5 B8, B58,
guanyltransferase
B62
Hypothetical . Al, A3,

65 protein 28.6 9 1 Alpha tubulin 164-KSKLGYTVY-172 4 B35S, B62
Hypothetical . . A2, B7, BS,

2 protein 27.6 17 2 Hypothetical protein 93-FVQKVMMPL-101 4 B4
14-3-3 protein- Al, A3,

24 like protein 27.6 12 3 Phosphomannomutase 539-GTEPKIKWY-547 4 B5S, B62
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10

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

48
10

Journal of Proteome Research

30 |IgE-dependent 27.2 9 9 70 kDa heat shock 83-ITNPQSTFY-91 Al, A3,
histamine- protein B58, B62
releasing factor

49 | Heat shock 26.3 23 10 Actin 162-HTVPIYEGY-170 Al, A3,
protein 83-1 B58, B62

NetCTL algorithm was used to identify T cell epitopes. The proteins were chosen based on the number of peptides predicted to bind with

high affinity to multiple HLAs. Peptides were selected based on their ability to bind with high affinity to more than three type of HLA.
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8. FIGURE CAPTIONS

Figure 1. 2D-DIGE analysis of promastigote and amastigotes extracts from Leishmania chagasi.
Proteins of promastigotes and amastigotes forms, and a pooled internal standard were labeled with CyDyes
Cy3, Cy5 and Cy2, respectively, mixed and separated on a 2D gel using 18 cm pH 4-7 (left to right) strips
in the first dimension and 12% PAGE-SDS gels in the second dimension. The standards for Cy2 as well as
molecular weight and pI were defined in the same gel stained with Coomassie Blue and software analysis,
respectively. Gels were scanned to obtain single images of (A) promastigotes (Cy3, green), (B) amastigotes
(Cy5, red) or (C) the internal standard (Cy2, yellow). (D) An overlay of the two dyes (Cy3, Cy5) is shown

in yellow.

Figure 2. Proteins highly expressed by promastigotes (A) and amastigotes (B) forms derived
from Leishmania chagasi. The level of protein expression was determined by using ImageMaster 2D
Platinum 6.0® software, please see details in the Material and Methods section. The “h” letter (in 2B)
represents hamster-derived proteins present in amastigotes sample. Panels C and D show spots with similar
expression between promastigote and amastigote, respectively. The numbers refer to the spot identification

used in the Supplementary Table 1.

Figure 3. Venn diagram showing proteins expressed in promastigote and amastigote forms

from Leishmania chagasi.

Figure 4. Proteins from promastigotes forms of Leishmania chagasi recognized by IgM from
sera of acutely infected dogs. Promastigote extract were fractionated using 18 cm pH 4-7 (left to right)
strips in the first dimension and 12% PAGE-SDS gels in the second dimension. (A) Gel stained with
Coomassie Blue; (B) gel transferred to nitrocellulose membrane and incubated with sera of dogs in the
acute phase of infection; or (C) uninfected dogs; and developed with anti-IgM conjugated with peroxidase.
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The spots recognized only by infected animals and identified by MS are highlighted. The numbers refer to

the spot identification used in the Supplementary Table 2.

Figure 5. Proteins from promastigotes forms of Leishmania chagasi recognized by IgG, IgG1
and IgG2 from sera of chronically infected dogs. Extracts from Leishmania chagasi promastigotes were
fractionated using 18 cm pH 4-7 (left to right) strips in the first dimension and 12% PAGE-SDS gels in the
second dimension. (A) Gel stained with Coomasssie Blue; (B, C and D) transferred to nitrocellulose
membrane and incubated with sera of chronically infected, (E) or uninfected dogs. Immunoblot was
developed with either anti-total IgG total (B,E), anti-IgG1 (C), or anti-IgG2 (D) conjugated with
peroxidase. The spots recognized only by sera of infected animals and identified by MS are highlighted.

The numbers refer to the spot identification used in the Supplementary Table 2.

Figure 6. Venn diagram showing intersections of subclasses of immunoglobulins that recognize

spots identified by MS after Western blot analysis with sera from infected dogs.

Figure 7. Peptides recognized by sera from chronically infected dogs. To evaluate the antibody
reactivity in SPOT synthesis membranes, the relative intensity of the signal was estimated based on
comparison of reactivity in immunoblots with sera from chronically infected dogs to the background
levels, determined by reactivity with sera from uninfected dogs. A signal was scored as reactive when
Relative Intensity (RI) > 2. Only peptides with RI > 2 are shown. Insert shows representative results of
immunoblot employing a SPOT synthesis membrane and pools of sera from chronically infected dogs
(positive serum) as well as from control uninfected dogs (negative serum). The reaction was revealed with
secondary anti-total IgG antibody. Spots 1 to 6 correspond, respectively, to peptides 46C, 40A, 47A, 64E,

66C, and 51A. Protein (GI) and the sequences of peptides are shown in Table 1.
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Five amastigote-, 25 promastigote-specific, and 10 common proteins were disclosed by DIGE.
Furthermore, 41 proteins were indentified in an immunoblot employing 2-DE and sera from infected dogs.
All proteins were mapped for B cell epitopes, and 25 peptides shown of interest to diagnostic tests for
visceral leishmaniasis. In addition, various peptide/proteins were identified as potential T cell antigens.

Hence, new antigens for diagnostic tests and vaccines were identified in a proteomic analysis of L. chagasi.
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Proteins highly expressed by promastigotes (A) and amastigotes (B) forms derived from Leishmania
chagasi. The level of protein expression was determined by using ImageMaster 2D Platinum 6.0®
software, please see details in the Material and Methods section. The “h” letter (in 2B) represents
hamster-derived proteins present in amastigotes sample. Panels C and D show spots with similar

expression between promastigote and amastigote, respectively. The numbers refer to the spot
identification used in the Supplementary Table 1.
151x166mm (89 x 89 DPI)
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Proteins from promastigotes forms of Leishmania chagasi recognized by IgM from sera of acutely
infected dogs. Promastigote extract were fractionated using 18 cm pH 4-7 (left to right) strips in
the first dimension and 12% PAGE-SDS gels in the second dimension. (A) Gel stained with
Coomassie Blue; (B) gel transferred to nitrocellulose membrane and incubated with sera of dogs in
the acute phase of infection; or (C) uninfected dogs; and developed with anti-IgM conjugated with
peroxidase. The spots recognized only by infected animals and identified by MS are highlighted. The
numbers refer to the spot identification used in the Supplementary Table 2.
329x185mm (150 x 150 DPI)

ACS Paragon Plus Environment

Page 40 of 43



Page 41 of 43

©CoO~NOUTA,WNPE

Journal of Proteome Research

MW
@ 7 4 7 4 7
216
m—_ A . By Al 7
. - a’u O || g TR
s 1 o a1% 62670 o oy P 41*42%70 |
. PP Coppe 0 e .?" 000 o ararm
fg_ : “4&%: 34s e 2 -y A R 28 “ Y S
=1 w/é}s%w‘ e 2 lo) A0 % 74 N
052 051 B 3051 o
S3go1e S48, 21 203 0 34+
Dot FLss “ForSo
327 3546’% 025 ' 56 %38 7535 66 sz/fn' (—s+
359" © 53]
18 s20 I‘ZU 66 go&)ﬂ%. s%%sx
-1 e 064 62 %pﬁ 25
5 32
067 o |&° o ¢°©
76 . - o :61‘ o<l 67
[}
0 77 78 32 kel
78 77
: L1te e 7 0 0 o @
- © 0
D
- =
#4 s areaze o S
g \ 16 007
= \N 34% 50
49
B
218
<o })ﬁﬂﬁ
36*57
0% (33
©) 77

Proteins from promastigotes forms of Leishmania chagasi recognized by IgG, IgG1 and IgG2 from
sera of chronically infected dogs. Extracts from Leishmania chagasi promastigotes were
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nitrocellulose membrane and incubated with sera of chronically infected, (E) or uninfected dogs.
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conjugated with peroxidase. The spots recognized only by sera of infected animals and identified by
MS are highlighted. The numbers refer to the spot identification used in the Supplementary Table 2.
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Total IgG

35- Translation elongation factor 1-beta
43- Beta-tubulin

47- Hypothetical protein

56,60,61,62- Beta Tubulin

64- Hypothetical protein
65- Hypothetical protein
66- Hypothetical protein
72- Aldose 1-epimerase

Total IgG and IgG2

19- Hypothetical protein

36- Hypothetical protein

40- Ribonucleoprotein p18, mitochondrial precursor
49- Heat shock protein 83-1

50- Hypothetical protein

55- Pyruvate dehydrogemase E1 beta subunit

59- Proteasome alpha 3 subunit, putative

71- Hypothetical protein

77- Endoribonuclease L-PSP (pb5)

63- Nascent polypeptide associated complex homologue, alpha chain

51- 3,2-trans-enoyl-CoA isomerase, mitochondrial precursor

; . Total IgG 6 IgG1
73- Fatty acid elongase, putative \ [
74- Sterol 24-c-methyltransferase | 17 0
76- Ubiquitin-conjugating enzyme EZ 12
78- Cyclophilin \

9 0
IgG2
0

Total IgG and IgG1

32- Tryparedoxin peroxidase

53- Heat shock protein 83; HSP 90
57,58 - Beta Tubulin

67- Hypothetical protein

75- Peroxidoxin 1

Total IgG, IgG1 and IgG2

21- Hypothetical protein

32- Hypothetical protein

34- Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit
41- S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase
42- 2- Trypanothione reductase

44- S-adenosylhomocysteine hydrolase
45- 70 kDa heat shock protein

46- Hypothetical protein

48- Heat shock protein 83-1

52- Hypothetical protein

54- Beta-tubulin

70- Hypothetical protein

Venn diagram showing intersections of subclasses of immunoglobulins that recognize spots

identified by MS after Western blot analysis with sera from infected dogs.
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Peptides recognized by sera from chronically infected dogs. To evaluate the antibody reactivity in
SPOT synthesis membranes, the relative intensity of the signal was estimated based on comparison
of reactivity in immunoblots with sera from chronically infected dogs to the background levels,
determined by reactivity with sera from uninfected dogs. A signal was scored as reactive when
Relative Intensity (RI) = 2. Only peptides with RI > 2 are shown. Insert shows representative
results of immunoblot employing a SPOT synthesis membrane and pools of sera from chronically
infected dogs (positive serum) as well as from control uninfected dogs (negative serum). The
reaction was revealed with secondary anti-total IgG antibody. Spots 1 to 6 correspond,
respectively, to peptides 46C, 40A, 47A, 64E, 66C, and 51A. Protein (GI) and the sequences of
peptides are shown in Table 1.
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Anexo 4 - Manuscrito em preparagao

EXPRESSION AND ANTIGENIC PROFILE OF MASP FAMILY OF
TRYPANOSOMA CRUZI IN ACUTE PHASE OF EXPERIMENTAL INFECTION.

Lopes dos Santos, Sara 1; Freitas, Leandro Martins 1; Lobo, Francisco 1; Luiz,
Gabriela 1; Mendes, Tiago Antonio de Oliveira 1; Chiari, Egler 1; Gazzineli, Ricardo Tostes
2; Teixeira, Santuza Maria. 2; Fujiwara, Ricardo Toshio 1; Bartholomeu, Daniella

Castanheira 1.

1. Parasitology Department, UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil.
2. Biochemistry and Immunology Department, UFMG, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil
ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease, a debilitating illness that
is a major cause of morbidity and mortality in many parts of Latin America. A major finding
of the Trypanosoma cruzi genome project was the discovery of a novel multigene family
encoding mucin-associated surface protein (MASP). Although MASP function is unknown,
its extended sequence variability, repetitive nature and localization at the parasite surface
suggest this family participates in parasite-host interactions such as host cell
adhesion/invasion or/and immune evasion mechanisms. In order to investigate these
hypotheses we have analyzed MASP expression profile of culture trypomastigotes derived
from distinct host cell lineages and of bloodstream parasites after sequential passages in mice.
Also, in order to investigate the MASP antigenic profile we have performed B cell linear
epitope prediction on the MASP proteome and designed a SPOT peptide array with 200
putative epitopes. This peptide array was screened with sera from acutely infected mice. The
results from the analysis of 7 expression libraries followed by validation by real-time RT-
PCR suggested MASP expression may change depending on host cell and also after
sequential passages in mice. Immunoblot experiments showed that mice IgG and IgM are
reactive against several MASP peptides during acute phase and suggest differences in the
antigenic profile between sequential passages. This is the first report on MASP antigenic
property and profile. We speculate that variations in the large repertoire of potentially
antigenic peptides derived from MASP family may favor the parasite escape of immune

response during the acute phase of infection.
162



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

Anexo 5 — Painéis da figura 18. Projecdes MDS para sequéncias nucleotidicas.

Projecdo MDS para sequéncias nucleotidicas da familia DGF-1.
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Projecdo MDS para sequéncias nucleotidicas da familia SAP.
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Projecao MDS para sequéncias nucleotidicas da familia RHS.
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Projecdo MDS para sequéncias nucleotidicas da familia mucin like.
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Projecdo MDS para sequéncias nucleotidicas da familia TcMUC.
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Projecdo MDS para sequéncias nucleotidicas da familia TcS.
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Projecdo MDS para sequéncias nucleotidicas da familia GP63.
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Projecdo MDS para sequéncias nucleotidicas da familia MASP.
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Anexo 6 — Painéis da figura 19. Projecdes MDS para sequéncias de proteina.

Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia DGF-1.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia SAP.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia RHS.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia mucin like.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia TcMUC
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia TcS
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia GP63
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia MASP.
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Anexo 7 — Painéis da figura 24. Projecdo MDS usando sequéncias de DNA da familia

TcMUC.

Projecdo MDS usando sequéncias de DNA da familia TcMUC. Pontos vermelhos indicam

sequéncias que possuem o motivo TsKP».
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Projecdo MDS usando sequéncias de DNA da familia TcMUC. Pontos vermelhos indicam

sequéncias que possuem o motivo TsK/QAP.
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Projecdo MDS usando sequéncias de DNA da familia TcMUC. Pontos vermelhos indicam

sequéncias que possuem o motivo TsEAP.
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Projecdo MDS usando sequéncias de DNA da familia TcMUC. Pontos vermelhos indicam

sequéncias que possuem os motivos TsKP,, TsK/QAP e TsEAP.
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Anexo 8 — Painéis da figura 25. Projecdo MDS usando sequéncias de proteina da familia

TcMUC.

Projecio MDS usando sequéncias de proteina da familia TcMUC. Pontos vermelhos

indicam sequéncias que possuem o motivo TgKP:.
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Projecdo MDS usando sequéncias de proteina da familia TcMUC. Pontos vermelhos

indicam sequéncias que possuem o motivo TgK/QAP.

T8K/IQAP

q’_ | -
L] . o,
+
.
- - *
. ¥ + + -
-
Lx ] o
o L + .
o 7] o '
+ *
- .,
+ + ot . -
+ . + +
M + L . ¥+ et .
R A ": e Tae 2 A +
* . P AL Fe 44T ¥, -+ gt
- EL t*. . -
MR AT L & A S B RIE v
+ * L]
= | * e ;1;: .:i’*?f":"oe:‘ » P . g .:‘:o:,
H LY ¢ + +
L] +'I' +-|- f:“. "y .o.+ ;.& p.i: :'l“j'.i-‘ﬂ * ;.. .
. "'. g + LT - *
. ++ -+ - "i R
+ - - A + *a
t‘ sh, R .
- -
S . A
- M
. + . LI . .
[on . *
; +
+
+

-04 -0.2 0.0 0.2 04

184



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

Projecdo MDS usando sequéncias de proteina da familia TcMUC. Pontos vermelhos

indicam sequéncias que possuem o motivo TsEAP.

TSEAP
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Projecdo MDS usando sequéncias de proteina da familia TcMUC. Pontos vermelhos

indicam sequéncias que possuem os motivos TsKP,, TsK/QAP e TsEAP.

T8KP2, TeK/QAP e TSEAP
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Anexo 9 — Painéis da figura 28. Projecdes MDS para sequéncias de proteinas e

classificadas de acordo com os grupos encontrados usando sequéncias de DNA.

Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia DGF-1.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia SAP.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia RHS.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia mucin like.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia TcMUC.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia TcS.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia GP63.
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Projecdes MDS para sequéncias de proteina da familia MASP.

045

0.00

-0.45

MASP

. Yt
-1
- L]
* . dwe
* * -
L3 .f“"‘.; R 'o :. .
. :ﬁa.. -'. P '.d‘ -
.o.. t.'i.tr:'... * " - '.=
. g.. .t.. « ...... :ﬁ.:? ‘.
:t"o; ) '.i.‘h."::o. -
- .‘ e § * * e
* ' L >
. +* : -
L o.. R 't
N Ii}x-r.l:r.. ",o ., .;.;'.‘. -
:‘"‘ 33.""' LB * » &“h‘.'
e, f'o . M "y :i.:'*.o
.\'.'}.o * .‘:o. et it
IR * Yoty L N
e u'.." {i‘f‘.. ..u’.::: -
ah OB A .
L PR -

-0.62

194



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

Anexo 10 — Painéis da figura 33. Projecdes MDS para sequéncias 3’flanqueadoras (300
nt) apds o cdédon de terminagao.

Projecdes MDS para sequéncias 3’flanqueadoras (300 nt) apds o cédon de terminagdo
da familia DGF-1.

) .
L .
= Lt *
. o: o. : ...‘
. W
L] . L
':::; .' - ..
o."'o. - * o.
RN RS
¢ ,:I' ""luo.
10
o]
' I I I
05 0.0 05

195



Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

Projecdes MDS para sequéncias 3’flanqueadoras (300 nt) apds o cédon de terminagdo

da familia RHS.
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Projecdes MDS para sequéncias 3’flanqueadoras (300 nt) apds o cédon de terminagdo

da familia TcMUC.
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Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

Projecdes MDS para sequéncias 3’flanqueadoras (300 nt) apds o cédon de terminagdo

da familia TcS.
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Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

Projecdes MDS para sequéncias 3’flanqueadoras (300 nt) apds o cédon de terminagdo

da familia GP63
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Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

Projecdes MDS para sequéncias 3’flanqueadoras (300 nt) apds o cédon de terminagdo

da familia MASP.
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Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

Anexo 11 - Painéis B e C da figura 34. Projecdes MDS para sequéncias
3’flanqueadoras (300 nt) apds o cdédon de terminagdo da familia TcMUC e comparagao

com a classificacio TcMUC I, TcMUC II e TcMUC III.

Projecdes MDS para sequéncias 3’flanqueadoras (300 nt) apds o cédon de terminagdo

da familia TcMUC e classificac¢do hierarquica.
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Tese de doutorado — Leandro Martins de Freitas

Projecdes MDS para sequéncias 3’flanqueadoras (300 nt) apds o cédon de terminagdo
da familia TcMUC e classificacio TcMUC I (preto), TcMUC II (vermelho) e TcMUC
III (azul).
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