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Marchiano, Fernanda Sycko Uliana. Identificacdo de genes homdlogos e ortélogos a
familia multigénica SAP em linhagens de Trypanosoma cruzi e outras espécies do
clado Trypanosoma cruzi. 2016. 51f. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduacéo em
Biomedicina) — Centro Universitario Sdo Camilo, Sado Paulo, 2016.

A familia multigénica SAP foi identificada e caracterizada em Trypanosoma cruzi
(clone CL Brener) em nosso laboratério. Tendo em vista seu importante papel na
interacao parasita-hospedeiro decidimos identificar sequéncias SAP em espécies dos
clados T. cruzi, T. rangeli-T. conorhini e T. brucei. Inicialmente foi realizada analise de
bioinforméatica com a ferramenta BLASTn em busca de sequéncias genomicas
homologas a SAP no banco TrytripDB (www.tritrypdb.org). N&o foram encontrados
genes ortdlogos SAP no genoma de Leishmania, em tripanossomas dos clados T.
brucei e T. rangeli-T. conorhini, e em T. dionisii, uma espécie encontrada em
morcegos, sugerindo que a familia SAP é espécie-especifica, ou seja especificade T.
cruzii. Os dados de bioinformatica foram confirmados por PCR utilizando
oligonucleotideos que amplificam uma regido de 135 pb do dominio central (SAP-CD)
conservado em todas as sequéncias SAP de T. cruzi. Ocorreu amplificacdo apenas
em tripanossomas do clado T. cruzi, e nos isolados T. cruzi marinkellei e T. cruzi bat
de morcegos. E interessante notar a auséncia de SAP em T. dionisii, uma outra
espécie isolada de morcegos. Estes dados sugerem que SAP pode identificar as
espécies T. cruzi-like de morcegos. Em trabalhos anteriores de nosso grupo (BAIDA
et al., 2006; ZANFORLIN et al., 2014) estimou-se o niamero de sequéncias SAP no
clone CL Brener, que posteriormente foram classificadas em 4 grupos SAP1 SAP4.
Decidimos identificar o nUmero de sequéncias presentes nos isolados disponiveis no
banco de dados TritrypDB e classificar estas sequéncias nos grupos SAP. Para isso,
foi necessario realizar analise bioinformatica utilizando o algoritmo BLASTn para
identificar sequéncias SAP de cada isolado analisado (CL Brener, Dm28c, Sylvio
X10/1 e T. cruzi marinkellei B7). As sequéncias identificadas foram utilizadas para as
analises de predicao de peptideo sinal no programa SignalP e posterior alinhamento
para classificacdo nos grupos SAP. Grande parte das sequéncias apresentaram
peptideo sinal e ancora GPI, sendo classificadas no grupo SAP1, que de acordo com
dados do nosso grupo (BAIDA et al.,, 2006; ZANFORLIN et al.,, 2014) é o mais
prevalente das proteinas SAP.

Palavras-chave: Familia multigénica. Biologia molecular. Trypanosoma cruzi.
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Marchiano, Fernanda Sycko Uliana. Identification of homologous and orthologs genes
of the multigenic SAP family in Trypanosoma cruzi and other species of Trypanosoma
cruzi clade. 2016. 51f. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduacdo em Biomedicina)
— Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2016.

The multigene family SAP has been identified and characterized in Trypanosoma cruzi
(CL Brener clone) in our laboratory. Given his important role in host-parasite interaction
we decided to identify SAP sequences in species of clades of T. cruzi, T. rangeli-T.
conorhini and T. brucei. Was initially performed bioinformatics analysis with BLASTn
tool in search of genomic sequences homologous SAP does not bank TrytripDB
(www.tritrypdb.org). There were no orthologous genes SAP no genome of Leishmania
in trypanosomes of clades T. brucei and T. rangeli-T. conorhini, and T. dionisii, a
species found in bats, suggesting the specificity of the SAP family. Bioinformatics data
were confirmed by PCR using primers that amplify a region of 135 bp (SAP-CD) found
in all T. cruzi SAP sequences. Amplification occurred only in T. cruzi clade
trypanosomes, including the isolates from bats T. cruzi marinkellei and T. cruzi bat. On
the other side and interesting note is the absence of SAP in T. dionisii, an isolated
species of bats. These data suggest that SAP can identify species T. cruzi-like bats.
Previous works in our group (BAIDA et al, 2006; ZANFORLIN et al, 2014) estimated
the number of sequences SAP in CL Brener clone, later these sequences were
classified into 4 groups SAP1 to SAP4. We decided to identify the number of
sequences found in trypanosomes available in TritrypDB database and classify these
sequences into SAP groups. For this, we must perform a bioinformatic analysis using
the algorithm BLASTN to identify each SAP sequences analyzed isolated (CL Brener,
Dm28c, Sylvio X10 / 1 and T. cruzi marinkellei B7). The identified sequences were
used for signal peptide prediction analysis in SignalP program and subsequent
alignment for classification in SAP groups. According to our group data (BAIDA et al,
2006; ZANFORLIN et al, 2014) most of the sequences showed signal peptide and GPI
anchor, classified as SAP1, the most prevalent group of SAP.

Keywords: Multigene family. Molecular biology. Trypanosoma cruzi.
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1 INTRODUCAO

1.1 O género Trypanosoma

Os tripanossomas séo protozodrios parasitas unicelulares pertencentes a ordem
Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Todas as espécies do género
Trypanosoma possuem ciclo heteroxénico, ou seja, requerem mais de um hospedeiro
para completarem o ciclo (VICKERMAN, 1994). Algumas espécies de tripanossomas
sdo capazes de infectar uma grande variedade de hospedeiros vertebrados e
invertebrados hematofagos, que atuam como reservatorios e vetores,
respectivamente (STEVENS et al., 2001).

Diversas espécies de tripanossomas ja foram identificadas e descritas em
mamiferos em ampla distribuicdo geogréafica, porém, apenas Trypanosoma rangeli,
Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi infectam o homem. T. rangeli, apesar de
infectar o homem, ndo é capaz de causar doenca, sendo patogénico apenas para o
vetor triatomineo (HOARE, 1972; STEVENS et al., 2001). T. brucei e T. cruzi sédo
patogénicos ao homem e tém sido amplamente estudados por serem 0s agentes

etiolégicos da doenca do sono e doenca de Chagas, respectivamente (WHO, 2016).

A grande diversidade de hospedeiros reflete nos ciclos de vida e comportamentos
biologicos destes parasitas. De acordo com o desenvolvimento no vetor, Hoare (1972)
classificou os tripanossomas em duas secfes: Stercoraria e Salivaria. A sec¢ao
Salivaria compreende o0s tripanossomas africanos, transmitidos por meio da
inoculacao do contetdo das glandulas salivares do vetor (inoculativa) por ocasido da
picada. Essa secdo abrange as espécies Trypanosoma vivax, Trypanosoma
congolense, Trypanosoma simiae, T. brucei, Trypanosoma evansi, Trypanosoma
gambiense, Trypanosoma rhodesiense, Trypanosoma equiperdum, T. rangeli e
Trypanosoma suis. A secdo Stercoraria compreende os tripanossomas de mamiferos
gue sao transmitidos por meio de formas metaciclicas eliminadas com as fezes do
vetor (contaminativa), incluindo as espécies T. cruzi, Trypanosoma lewisi e
Trypanosoma theileri (LOSOS, 1986; HOARE et al., 1972).



Os primeiros estudos filogenéticos do género Trypanosoma sugeriram a parafilia
do género. Posteriormente, um numero maior de espécies analisadas por Lukes
(1997) demonstraram, pela primeira vez, a origem monofilética do género
Trypanosoma (STEVENS; RAMBAUT, 2001; LUKES et al., 1997).

Estudos filogenéticos, baseados em um amplo repertorio de genes, demonstraram
gue o0 género Trypanosoma € composto por 3 grandes clados, representados na
Figura 1 (STEVENS; GIBSON, 1999). Clado Salivaria, formado exclusivamente pelos
tripanossomas de mamiferos de origem africana; o segundo clado, formado pelos
demais tripanossomas de mamiferos ndo pertencentes a secdo Salivaria,
compreendendo T. cruzi e T. rangeli; o terceiro clado compreende espécies de
tripanossomas cujos hospedeiros sdo aquaticos. A posicdo desse clado aquatico na
filogenia sugere que ele ndo seria ancestral aos clados Salivaria e Stercoraria.
(HOARE et al., 1972; STEVENS; GIBSON, 1999)

Figura 1: Filograma construido a partir da analise de 22 sequéncias do gene SSU (smal
subunity) rRNA de espécies da ordem Kinetoplastida.
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Estudos posteriores baseados em dois genes taxonomicamente informativos,
SSU rRNA e gGAPDH, demonstraram a irradiacdo do género Trypanosoma em dois
grandes clados: terrestre e aquatico, que juntos apresentam 8 subclados (Figura 2).
O clado aquatico é constituido por dois subclados, um deles compreende espécies de
tripanossomas de peixes e 0 outro tripanossomas parasitas da ordem Anura. Por fim,
o clado terrestre que é constituido por 7 outros clados: T. grayi, Squamata, T. avium,
T. brucei, T. theileri, T. cruzi e T. lewisi. (HAMILTON et al., 2007)

Figura 2: Arvore filogenética do género Trypanosoma construida baseada no gene
gGAPDH por Maximum likelihood.
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1.1.1 Oclado T. brucei

O clado T. brucei compreende os tripanossomas africanos, pertencentes a
secdo Salivaria. Divergem dos demais tripanossomas, como mostrado em estudos
filogenéticos, ja que formam um clado monofilético independente contendo apenas
tripanossomas cujo hospedeiro invertebrado é a mosca tsé-tsé, exceto no caso de T.
evansi e T. equiperdum, transmitidos mecanicamente por insetos vetores ou durante
0 coito, respectivamente. Estes, apesar de ndo apresentarem hospedeiros e
distribuicdo geogréafica comuns, apresentam similaridade morfolégica e genética ao T.
brucei (STEVENS; RAMBAUT, 2001).

As espécies T. brucei gambiense, T. brucei rhodesiense e T. evansi em
algumas ocasibes podem infectar e causar doencas em humanos. T. brucei
gambiense causa a doenca do sono do oeste e T. brucei rhodesiense causa a doenca
do sono do leste (WHO, 2016). Animais domésticos e selvagens podem atuar como
reservatérios da infeccéo transmitida pelo vetor, a mosca tsé-tsé (BRUN et al, 2011).
As espécies T. brucei brucei e T. congolense néo infectam humanos, sendo
patogénicos apenas em animais (MALVY; CHAPPUIS, 2011).

1.1.2 O clado T. cruzi

O clado T. cruzi é formado pelas espécies que compdem o subgénero
Schizotripanum (T. cruzi marinkellei, T. dionisii, T. erneyi), incluindo T. cruzi e outras
espécies de tripanossomas, como T. rangeli, T. conorhini, T. livingstonei e T.
vespertilionis, entre outras. Tripanossomas de cangurus descobertos na Australia
também foram incluidos no clado T. cruzi. (LIMA et al., 2013; PAPARINI et al., 2011).



1.1.2.1 O subgénero Schizotrypanum

O subgénero Schizotrypanum compreende espécies de tripanossomas
indistinguiveis morfologicamente e cujos ciclos se assemelham ao de T. cruzi. Além
de T. cruzi, sdo pertencentes ao subgénero T. cruzi marinkellei, T. cruzi bat, T. dionisii,
T. erneyi, entre outras espécies. A Unica diferenca entre os tripanossomas do género
Schizotrypanum é a capacidade de infectar outros mamiferos além de morcegos, 0
gue s6 ocorre em T. cruzi, que apresenta uma variedade de hospedeiros vertebrados

e invertebrados compondo seu ciclo biol6gico (HOARE, 1972).

T. dionisii é capaz de infectar e se multiplicar em células de mamiferos como
amastigotas, e depois liberados para o meio extracelular como tripomastigotas, assim
como T. cruzi e T. cruzi marinkellei (MAEDA et al., 2012). Apresenta como vetor o
ectoparasita de morcegos o cimicideo Cimex pipistrelli (GARDNER; MOLYNEUX,
1988).

T. cruzi marinkellei é a espécie filogeneticamente mais préxima de T. cruzi,
seguida de T. erneyi e T.dionisii. E restrita a morcegos, incapaz de infectar modelos
animais de laboratorios. Possui como hospedeiro invertebrado exclusivo o triatomineo
do género Cavernicola, mas, devido a sua ampla distribuicdo geografica e alta
prevaléncia, acredita-se que haja participacdo de outros vetores ainda nao
conhecidos. (PINTO et al., 2015; MARINKELLE, 1976, 1982; CAVAZZANA et al.,
2010; FRANZEN et al., 2012).

1.1.3 O clado T. rangeli

T. rangeli € uma espécie considerada ndo patogénica ao homem e outros
hospedeiros mamiferos. Apesar de ndo causar doengca no homem, T. rangeli pode ser
patogénico para o inseto vetor, o que dificulta o repasto sanguineo, que seria a forma
de transmissao do parasita. (AZAMBUJA; GARCIA, 2005; HOARE, 1972). T. rangeli,
assim como T. cruzi, € capaz de infectar humanos e uma variedade de mamiferos na
Ameérica do Sul sendo transmitido por insetos triatomineos. Entretanto, as formas

infectantes, tripomastigotas metaciclicos, que se desenvolvem nas glandulas



salivares e no trato posterior do vetor, sdo transmitidas pela saliva, motivo pelo qual
este parasita tem sido incluido na secdo Salivaria (AZAMBUJA; GARCIA, 2005).

A posicao taxondmica de T. rangeli € bastante controversa (STEVENS;
GIBSON, 1999), com caracteristicas tanto da secao Salivaria como da Stercoraria. T.
rangeli apresenta o desenvolvimento das formas infectantes nas glandulas salivares
e a transmissdo € pela forma inoculativa, ou seja, pela saliva do vetor (Salivaria).
Apresenta também multiplicacdo de epimastigotas no tubo digestivo, diferenciagdo em
tripomastigotas na ampola retal e eventualmente transmissdo contaminativa ao
hospedeiro vertebrado (Stercoraria) (GRISARD, 2002; AZAMBUJA; GARCIA, 2005).

T. rangeli é pertencente ao subgénero Herpetosoma cujos membros ndo sao
patogénicos ao homem. Este subgénero € dividido em dois grupos: T. lewisi, um
tripanossoma de roedores domésticos e T. rangeli. Afiez (1982) propds a remocéao de
T. rangeli do subgénero e a criacdo de um novo, chamado Tejeraia, dentro da secao
Stercoraria. Analises baseadas no gene da [B-tubulina aumentaram ainda mais a
controvérsia, uma vez que demonstraram que T. rangeli era mais relacionado com T.
brucei do que com T. cruzi (DASILVA et al., 2004; STEVENS; GIBSON, 1999).

Analise filogenética baseada em SSU rRNA sugere que a posicéo de T. rangeli
na secdo Stercoraria € mais proxima de T. cruzi e do subgénero Schizotrypanum do
que dos tripanossomas africanos pertencentes a secdo Salivaria (STEVENS;
GIBSON, 1999). Relacdes filogenéticas baseadas em sequéncias de SSU e ITS rDNA
demonstraram que todos os isolados de T. rangeli analisados formavam um clado
independente (clado T. rangeli) (DASILVA et al., 2004).

T. rangeli foi encontrado em diversas espécies de mamiferos e hospedeiros na
América Central e do Sul. A sua distribuicdo geogréfica frequentemente se sobrepde
a de T. cruzi, muitas vezes causando infec¢cdes mistas tanto em insetos vetores como
nos hospedeiros mamiferos dificultando o diagndstico da doenca de Chagas (GUHL
et al., 2002).

De acordo com estudos filogenéticos anteriores, T. rangeli forma junto com T.
conorhini e T. vespertilionis um clado independente. T. conorhini € membro do
subgénero Megatrypanum e tem como hospedeiro vertebrado o rato doméstico.

Andlises filogenéticas baseadas em SSU rRNA demonstraram que T. rangeli € mais



préximo de T. conorhini que de T. cruzi (HAMILTON et al., 2007; STEVENS; GIBSON,
1999; LIMA et al., 2012; SANTA-IZABEL et al., 2004)

1.2 A doenca de Chagas

7

T. cruzi € o agente etioldgico da doenca de Chagas ou tripanossomiase
americana, uma doenca tropical negligenciada que afeta principalmente as
populacbes das América do Sul e Central (CDC, 2016; INFOCHAGAS, 2016).
Inicialmente, a doenca de Chagas se restringia apenas as zonas rurais, porém, devido
ao crescimento e expansao populacional e das rotas migratérias, a doenca atingiu a
zona urbana das grandes cidades e assim foi se alastrando para outros continentes
(COURA; VINAS, 2010).

Figura 3: Rotas migratorias a partir da América Latina e o numero estimado de
individuos infectados com T. cruzi.

Fonte: (COURA; VINAS, 2010)

Estima-se que cerca de 8 milhdes de pessoas estejam infectadas com o T. cruzi
em todo mundo e que ocorram 20.000 mortes anualmente pela doenca de Chagas
(INFOCHAGAS, 2016). A doenca de Chagas apresenta duas fases: aguda e crénica.
A fase aguda € geralmente assintomatica e dura em média 1 a 3 meses apos a
infeccdo e, nela, é possivel observar parasitas circulantes. Na fase crébnica,



responsavel pelas manifesta¢cfes clinicas da doenca, h& poucos parasitas presentes
no sangue e pode-se observar altos titulos de anticorpos. Trinta por cento dos
individuos infectados desenvolvem as formas graves da doenca, podendo apresentar

cardiomegalia, megacélon e megaesodfago. (RASSI et al., 2010)

Em areas endémicas, a transmissao da doenca de Chagas ocorre por meio dos
vetores triatomineos, que eliminam as formas infectantes do parasita em suas fezes.
Outros modos de transmissdo da doenca sdo também conhecidos, como congénita,
transfusdo sanguinea, transplante de érgaos e por fim, a oral (RASSI et al., 2010;
YOSHIDA, 2006; CDC, 2016).

O ciclo de vida de T. cruzi € complexo e apresenta diferentes formas de vida
no hospedeiro invertebrado e no vertebrado (Figura 4). Durante o repasto sanguineo
o vetor triatomineo libera formas infectantes (tripomastigotas metaciclicos) em suas
fezes, que podem ter acesso a corrente sanguinea do hospedeiro. Os tripomastigotas
invadem as células do hospedeiro mamifero onde se diferenciam em amastigotas que
se multiplicam. Os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineos que,
com o rompimento da célula hospedeira, sao liberados na corrente sanguinea onde
podem invadir novas células. Os tripomastigotas sanguineos podem ser transmitidos

ao vetor durante um novo repasto sanguineo, completando o ciclo (CDC, 2016).



Figura 4: Ciclo de vidade T. cruzi
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Fonte: Adaptado de (CDC, 2016)

Andlises genotipicas e fenotipicas demonstraram que o téaxon T. cruzi
compreende populacdes bastante heterogéneas e polimorficas. A variabilidade
genética em T. cruzi pode ser detectada tanto ao nivel de proteinas quanto ao de
DNA. O caribtipo de T. cruzi é polimorfico, variando entre as diferentes linhagens e
até mesmo entre clones de uma mesma linhagem (MACEDO; PENA, 1998; SOUZA
et al., 2011). A fim de classificar as populacdes de T. cruzi foram propostas 6 DTUs
(“Discrete Typing Units”, de | a VI — Tc | — Tc VI). O objetivo desta classificacao é
agrupar isolados geneticamente semelhantes que podem ser identificados por
marcadores moleculares e imunologicos comuns (MESSENGER et al.,, 2015;
ZINGALES et al., 2012).

O grupo Tc | tem grande diversidade intra-DTU (LLEWELLYN et al., 2009;
ZINGALES et al., 2012) e é aquele com distribuicdo geografica mais ampla, que se
estende do sul dos Estados Unidos na América do Norte até Argentina e Chile na
Ameérica do Sul (ZINGALES et al., 2012). E frequentemente encontrado em casos de

infeccdo humana e é evidente a patogenicidade de Tc | na fase aguda da doenca
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(COSTALES et al., 2015). Recentemente, surtos de infec¢do oral foram reportados
em diversos paises da América do Sul, em que Tc | foi identificado como o grupo

responsavel mais prevalente. (MAEDA et al., 2016)

Tc Il € a segunda DTU mais frequentemente encontrada em casos de doenca
de Chagas (GUHL et al., 2013), e ja foi correlacionada com sintomas graves da fase
cronica da doenca no Brasil como cardiomegalia e megacolon (ANDRADE el al.,
2009). A distribuicdo geogréfica de Tc Il € predominante nas regides sul e central da
América do Sul e na Coldémbia e Venezuela (ZINGALES et al., 2012).

Tc Ill é raramente encontrado em infec¢cdes humanas, porém, é bastante
relacionado com a transmisséo terrestre. Sua distribuicdo geografica € ampla no
Brasil, sendo encontrado em animais de diversas ordens (ZINGALES et al., 2012,
LLEWELLYN et al., 2009). Tc IV mostra um padrao de distribuicdo similar ao do grupo
Tc lll, entretanto, é encontrado em infec¢cdes humanas e é a segunda maior causa da
doenca de Chagas na Venezuela (ZINGALES et al., 2012).

Tc Ve TcVIsdo DTUs hibridas de Tc Il e Tc Il associadas a doencga de Chagas
nas regifes sul e central da América do Sul. Junto com Tc Il, Tc V e Tc VI sdo pouco
prevalentes no ciclo silvestre, ao contrariode Tc |, Tclll e Tc IV (Figura 5) (ZINGALES
et al., 2012).
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Figura 5: Distribuicdo geografica de ciclos silvestres e domésticos das 6 DTUs de T.
cruzi.

Fonte: Adaptado de (ZINGALES et al., 2012).

1.3 Interacdo T. cruzi com o hospedeiro mamifero

A interacdo entre o T. cruzi e o hospedeiro mamifero compreende trés etapas:
reconhecimento e adesdao, sinalizag&o intracelular e invaséo (revisado em DESOUZA
et al., 2010). Logo apéds a inoculagéo, o parasita deve escapar dos mecanismos de
defesa do hospedeiro e ter acesso a superficie da célula para que ocorra a adesao e,
posteriormente, a invasdo. A etapa de adesdo envolve moléculas presentes tanto na
superficie do parasita quanto na célula do hospedeiro. Moléculas secretadas pelo
parasita também podem desempenhar importante papel no processo de adeséo e
reconhecimento. A estrutura e funcédo dessas proteinas sao bastante diversas, podem
atuar como ancoras de adesdo, exercer atividades proteoliticas sobre a matriz
extracelular ou promover clivagem de ligantes, evasao do sistema imunolégico e a
sinalizacéo bidirecional (DESOUZA et al., 2010; YOSHIDA, 2006).
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O processo de reconhecimento e adesdo culmina com uma cascata de
sinalizagéo que induz a mobilizag&o bidirecional de célcio promovendo a invasédo. Um
mecanismo conhecido na cascata de sinalizacdo € a fosforilagdo da tirosina que
ocorre apoés a interacdo com as moléculas de superficie, promovendo a ativacao de
fosfolipase C (PLC), proteinas quinases PTK (“protein tyrosine kinase”); PKC (“protein
kinase C”); PlI3-kinase (“phosphatydylinositol-3-kinase”) culminando com a liberagéo
de IP3 (inositol-3-fosfato) que ira mobilizar calcio para o citoplasma (YOSHIDA, 2006;
MAEDA; CORTEZ; YOSHIDA, 2012). A invaséao celular pode ocorrer por trés distintos
mecanismos: dependente ou ndo de lisossomos e dependente de actina (BURLEIGH,
2005; FERNANDES et al., 2011; WIKOWISKY et al., 2002).

O mecanismo dependente de lisossomos € iniciado com a mobilizagdo de
calcio de estoques para o citoplasma que regulard a exocitose de lisossomos para a
membrana plasmatica (BURLEIGH, 2005; FERNANDES et al., 2011). O mecanismo
independente de lisossomos ocorre com a entrada do parasita por invaginacdes da
membrana que acumulam PIP3 (“phospatydyl-inositol-3-fosfato”), produto da ativagao
da PIP3-PK (“phosphatydylinositol-3-fosfato protein kinase”). Como resultado, os
parasitas permanecem contidos em vacuolos de membrana e em endossomos
primarios (“early endosomes”). No mecanismo dependente de actina, os parasitas
penetram na célula hospedeira por expansdes da membrana plasmatica que culmina

na formacédo do vacuolo parasitéforo (BURLEIGH, 2005).

1.4 A familia multigénica SAP (“Serine- Alanine- Proline- rich protein”)

Trabalhos anteriores de nosso grupo identificaram uma familia multigénica que
codifica polipeptideos ricos em residuos de serina, alanina e prolina, a qual pode ser
incluida entre as familias multigénicas medianamente repetidas (30-50 copias) no
genoma de T. cruzi, tais como as glicosiltransferases, RNA helicases, proteinas
quinases e “MASP related proteins” (CARMO et al.,, 2001; BAIDA et al., 2006;
ZANFORLIN et al., 2013).

Foram identificadas 51 sequéncias SAP no genoma de CL Brener, sendo 39
genes completos e 12 sequéncias truncadas (BAIDA et al., 2006; ZANFORLIN et al.,
2013). Os genes SAP completos apresentam tamanho que varia entre 813 e 1740 pb.
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Cerca de 50% das sequéncias SAP (26/51) estdo alocadas no cromossomo in silico
TcChr4l (22 genes completos e 4 sequéncias truncadas) e 14 sequéncias SAP (12
genes completos e 2 sequéncias truncadas) estdo distribuidas em outros cinco
cromossomos in silico (TcChr18, TcChr40, TcChr38, TcChr20 e TcChrl6) indicando
gue o gene SAP se encontra disperso pelos cromossomos do parasita (ZANFORLIN
et al., 2013).

As proteinas SAP foram classificadas em quatro grupos (SAP1 a SAP4) de
acordo com a organizagdo das regibes amino-terminal e carboxi-terminal
(ZANFORLIN et al., 2013). A maioria dos genes SAP (n= 34) identificados no genoma
do clone CL Brener codifica proteinas pertencentes ao grupo SAP1, as quais
apresentam peptideo sinal na regido amino-terminal e sitio para adi¢édo de ancora GPI
na regido carboxi-terminal. Somente um gene pertencente ao grupo SAP2 foi
identificado e codifica uma proteina com a sequéncia sinal na regido amino-terminal,
sugerindo que ela pode ser secretada no meio extracelular. Apenas 4 genes sao
classificados como SAP3 e codificam proteinas que apresentam na regido amino-
terminal uma regido transmembrana conhecida como sinal ancora (“signal anchor”)
gue pode funcionar como peptideo sinal em proteinas de membrana do tipo I, lll e IV
e sitio para adicdo de ancora GPI na regido carboxi-terminal. SAP4 agrupa proteinas
SAP que apresentam o dominio conservado SAP-CD mas nao tem peptideo sinal ou
sitio para adicdo de ancora GPI.

Todos os genes SAP compartilham um dominio central denominado SAP-CD
qgue possui 513 pb (171 aa) (BAIDA et al., 2006; ZANFORLIN et al., 2013) (Figura 6).
O dominio SAP-CD tem importante papel na invasao celular devido a sua capacidade
de ligacdo a célula hospedeira, induzindo a ativacdo de vias de transducéo de sinal
que irdo atuar na mobilizacdo de calcio dos estoques para o citoplasma (BAIDA et al.,
2006), culminando no aumento de célcio intracelular, uma importante via de

sinalizacao presente no processo de interacao parasita-hospedeiro.
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Figura 6: Representacdo esquematica do dominio SAP-CD nas proteinas dos grupos
SAP (SAP1 a SAP4).
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Fonte: Adaptado de (BAIDA et al, 2006).
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2 OBJETIVOS

O processo de interacdo parasita-hospedeiro tem sido intensamente estudado
nas espécies consideradas de importancia na saude publica, como os agentes
etiologicos das tripanossomiases americana e africana. Em outras espécies de
tripanossomas, a interacdo parasita-hospedeiro é pouco estudada, bem como o
repertorio de moléculas envolvidas nesta interagéo.

Identificada e caracterizada em trabalhos anteriores de nosso grupo, a proteina
SAP desempenha importante papel na interacdo parasita-hospedeiro induzindo
ativacdo de vias de transducédo de sinal que atuardo na mobilizacdo de calcio que
culminara na invas&o da célula de mamifero. E oportuno investigar a presenca desta
familia multigénica em espécies de tripanossomas ndo patogénicas ou incapazes de
infectar células de mamiferos, e também em espécies filogeneticamente préximas de

T. cruzi que compartilham hospedeiros comuns em uma mesma regido geografica.

1) Investigar com ferramentas de bioinforméatica a presenca de sequéncias
homaologas e ortdlogas ao gene SAP em diferentes linhagens de T. cruzi e de espécies
do clado T. cruzi depositadas em bancos de dados TritrypDB, GenBank e do

Departamento de Parasitologia-ICB-USP (Professora Marta Teixeira).

2) Confirmacao experimental por PCR de genes SAP identificados da analise
de bioinformatica. Identificacdo por PCR do gene SAP em espécies do clado T. cruzi

cujos genomas ainda néo foram sequenciados.

3) Classificacédo das sequéncias SAP nos grupos SAP1-4 de acordo com Baida

e colaboradores (2006).
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3 METODOS

3. 1 Espécies de tripanossomas

Com o objetivo de investigar a presenca e distribuicdo do gene SAP em
diferentes espécies de tripanossomas foram selecionados isolados das linhagens de
T. cruzi, da subespécie T. cruzi marinkellei e de outras espécies de tripanossomas do

clado T. cruzi (T. rangeli, T. conorhini, T. dionisii) (Tabela 1).

A maioria dos isolados listados na Tabela 1 ja sdo cultivados em nosso
laboratorio e o cariotipo molecular determinado. Isolados das linhagens de T. cruzi em
cultivo no laboratério: cepa G (Nobuko Yoshida, EPM-UNIFESP), clone DM28c
(Samuel Goldenberg, ICC — Fiocruz, PR), clone CLB (Bianca Zingales, IQ-USP), Can
Il e Sylvio X/10 (Marta Teixeira, ICB-USP), clone SO3 (Marta Dilane, UFOP, MG),
clone CI3 Esmeraldo (Santuza Teixeira, IB-UFMG). Os isolados T. cruzi marinkellei,
T. dionisii e T. conorhini foram cedidos pela Dra. Marta Teixeira, ICB-USP e também
ja estdo sendo cultivados por nds, assim como o isolado T. rangeli SC58 (Edmundo
Grisard, UFSC).

3. 2 Identificacdo de sequéncias SAP nos bancos de dados genomicos

A pesquisa de sequéncias similares (homologas e ortélogas) a sequéncia SAP
foi realizada com os algoritmos BLASTn e BLASTp (ATSCHUL et al., 1990) nos
bancos de dados TritrypDB (http://www.tritrypdb.org), GenBank

(www.nchi.nlm.nih.gov) e do Departamento de Parasitologia, ICB-US, cuja data do

ultimo acesso foi no més de julho de 2016. Os alinhamentos foram conduzidos com
sequéncias SAP do clone CL Brener excluindo-se sequéncias truncadas. As
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos foram alinhadas usando o programa
ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) e ajustadas manualmente. A
sequéncia do dominio central SAP-CD de 513 pb (acesso AF199419), foi utilizada
como objeto de busca nos algoritmos BLASTn e BLASTp para identificar genes
homologos e ortdlogos ao gene SAP. Na andlise foram consideradas sequéncias que

apresentam alinhamento superior a 250 pb e similaridade superior a 70%.


http://www.tritrypdb.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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As sequéncias dos genes encontrados foram coletados para posterior andlise
filogenética. As sequéncias dos clones amplificados por PCR no trabalho foram
utilizadas para andlises nos bancos de dados para confirmacdo de identidade. Para
isso, editamos manualmente as sequéncias por meio do programa EditSeq (DNA star)
para remogao dos fragmentos do vetor no VecScreen
(www.nchi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen) e busca por sequéncias similares nos bancos
TritrypDB e GenBank.

A predicdo de dominios funcionais e modificacdes pods-traducionais foi
realizada com as ferramentas disponiveis no EXPASy proteomic server

(http://www.expasy.orq). Peptideo sinal e sinal ancora foram identificados pelos

programas SignalP3.0 e SignalP4.0. SignalP3.0 também calcula a probabilidade da
presenca de sinal ancora, também conhecido como peptideo sinal ndo clivado
(BENDTSEN et al., 2004).

3. 3 Alinhamento das sequéncias SAP e andlise filogenética

As sequéncias de aminoacidos SAP identificadas nos bancos de dados
TritrypDB, Genbank e ICB-USP, juntamente com as sequéncias obtidas dos clones,
foram alinhadas por meio do algoritmo ClustalW com auxilio do MegAlign, disponivel
para Linux. Foi possivel apés o alinhamento verificar a similaridade tanto do dominio

SAP-CD quanto do gene SAP completo dos isolados utilizados no nosso estudo.

3. 4 Cultivo T. cruzi em meio LIT (“Liver Infusion Tryptose”) e extragao de DNA

gendmico

Para manutencao dos parasitas em laboratorio, epimastigotas dos isolados das
linhagens de T. cruzi (G, Dm28c, Sylvio, Esmeraldo, Can Ill, SO3, CLB), T. c.
marinkellei, T. dionisii, T. rangeli e T. conorhini foram cultivados em meio LIT
suplementado com 10 % de soro fetal bovino, em camaras térmicas com temperatura
constante de 28 °C. Os parasitas foram mantidos em culturas liquida, axénica, sem

agitacdo, com densidade variando de 108-108 parasitas/mL.


http://www.expasy.org/
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Para a extracdo de DNA gendmico, cerca de 1 x 10 epimastigotas foram
ressuspendidos em 150 pl de solucéao de lise TELT (NaCl 150 mM; EDTA 250 mM;
proteinase K 100 pg/ml; sarcosil 0,5%; Tris/HCI 1 M, pH 8,0) e incubados com 15 pl
de RNAse A a 37°C por 60 minutos. A seguir foram adicionados 150 pul de
fenol/cloroférmio (1:1) e fenol/alcool isoamilico (24:1) e a suspensédo centrifugada a
1740 x g por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida para novo tubo, onde foram
adicionados 300 pl de etanol 100%. Apos centrifugacao a 1740 x g por 10 minutos, o
precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70%, centrifugado a 1740 x g por 10 minutos,

seco em estufa a 56°C e ressuspendido em 50 pl de H20.

O DNA gendmico do T. brucei rhodesiense foi gentilmente cedido pela Dra.
Renata Torres Souza e o de T. dionisii é pertencente a colecdo de DNA gendmico de

nosso laboratério, cedido pela prof. Dra. Marta Teixeira (ICB, USP).

3. 5 Identificagao e isolamento dos genes SAP por amplificag&o por PCR

Foram selecionados primers que amplificam o dominio conservado SAP-CD e
primers para amplificar o gene completo SAP. As amplificagbes por PCR foram
processadas com 10 ng de DNA genbmico dos clones Dm28c, Sylvio X/10, CI3
Esmeraldo, TCC 2177, Can lll e SO3 de T.cruzi, e isolado da subespécie T. cruzi
marinkellei e de outras espécies de tripanossomas (T. rangeli, T. conorhini, T. dionisii
e T. brucei). Ao DNA molde foi adicionado 1 pyL de solucdo de dNTPs 10 mM, 100
pmol de cada “primer”, 5 yL de tampao 10X sem magnésio (fornecido pelo fabricante
da Taq DNA polimerase), 1,5 yL de MgCl2 50 mM, 0,5 pL Taq DNA polimerase (2,5
U) e H20 até completar o volume de 50 pL. Os ciclos de amplificagéo foram: 94°C por
4 minutos, 30 ciclos (94°C por 30 segundos; 60°C por 30 segundos; 72°C por 1

minuto), 72°C por 1 minuto, 72° por 7 minutos.

Os fragmentos amplificados por PCR foram separados por eletroforese em gel

de agarose 0.8 % e visualizados sob luz ultravioleta.



20

3. 6 Clonagem do gene SAP

Os fragmentos amplificados por PCR foram clonados e sequenciados para
confirmar sua identidade. Os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese e extraidos do gel de agarose com o auxilio do kit “Wizard SV Gel and
PCR clean-up system” (Promega). Em seguida, os fragmentos foram ligados ao vetor
de clonagem pGEM-T easy (Promega). Aliquotas de 100 ng do inserto (fragmento
amplificado purificado) foram incubados com 50 ng do vetor pGEM-T easy, 1 U da
enzima T4 DNA ligase, tampéao apropriado diluido para 1 X e H20 até completar 10
ML.

Bactérias competentes DH5-a foram transformadas com os plasmideos
recombinantes (ligados ao inserto). Incubando-se 100 pL de uma suspensao contendo
bactérias competentes juntamente com todo o volume resultante da reagéo de ligacao.
A suspensao bacteriana foi incubada no gelo durante 1 hora, seguindo-se choque
térmico a 42 °C durante 2 minutos, recolocando-se em seguida o tubo no gelo por 10
minutos. Apods este periodo foram adicionados 400 puL de meio liquido LB e o tubo
mantido sob agitagéo constante a 37 °C durante 1 hora. Cerca de 250 yL da amostra
foram semeados em placas de Petri, preparadas com meio de cultura LB sélido
contendo ampicilina (100 ug/mL), X-Gal (0,004%) e IPTG (0,2 mM). Por fim, as placas

foram incubadas a 37 °C durante 16 horas.

Para a extracdo do DNA plasmidial, colonias brancas recombinantes foram
inoculadas em 3 mL de LB liquido com ampicilina (100 pg/mL) e incubadas sob
agitacdo constante a 37 °C durante 16 horas. Apds esse periodo, a suspensao
bacteriana foi centrifugada a 3.000 x g por 15 minutos e o sobrenadante descartado.
As células foram ressuspendidas em 100 pL de solugdo A (glicose 50 mM, EDTA 10
mM, Tris HCI 25 mM, pH 8,0) em presenca de RNAse (0,2 ug/uL) e transferidas para
microtubos, seguindo-se adi¢ao de 200 pL de solugéo B (SDS 1%, NaOH 0,2 M). Apés
homogenizagéo por inversdo, a amostra foi incubada durante 5 minutos a temperatura
ambiente, seguindo-se adigdo de 200 pL de solugao C (acetato de potassio 3 M, acido
acético 5 M) e incubacéo no gelo durante 30 minutos. Apés centrifugacéo a 15.700 x
g por 10 minutos a 13 °C, 400 uL do sobrenadante foram transferidos para outro tubo

contendo 400 pL de isopropanol. O DNA foi precipitado por centrifugacéo a 15.700 x
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g por 10 minutos a 13 °C, sobrenadante desprezado e o precipitado lavado com 400
uL de etanol 70%. O precipitado contendo DNA foi seco em estufa a 42 °C por 30
minutos e ressuspenso em 30 uL de TE (Tris 10mM, pH 8,0, EDTA 1mM).

Apbs esse processo, obtemos o DNA plasmidial ligado ao inserto, realizamos
a digestdo para a liberacdo dos fragmentos clonados utilizando 5 yL do DNA
plasmidial extraido, 1 U da(s) enzima(s) de restrigdo apropriada(s), 2 uL de tampao
especifico diluido para 1 X e H20 até completar 20 L. As amostras foram incubadas
a 37 °C durante 16 horas e os fragmentos liberados visualizados ap0s separagao por

eletroforese em gel de agarose 0,8 %.

3. 7 Sequenciamento dos clones recombinantes

Os clones recombinantes foram sequenciados utilizando o kit “Big Dye terminator
cycle sequencing ready reaction” (Applied Biosystems). Em cada tubo de reacé&o
foram adicionados 2 pL de Big Dye, 1 pyL de tampéo especifico de enzima, 2 pmol de
primer (senso ou anti-senso) € 500 ng de DNA, em volume final de 10 pyL. A mistura
de reacao foi incubada nas seguintes temperaturas: 94°C por 5 minutos, 30 ciclos

(94°C por 20 minutos, 50°C por 10 minutos) 60° por 4 minutos.

Apos a reacdo, o DNA foi precipitado adicionando-se 100 pL de etanol 80 % e
incubacdo a temperatura ambiente durante 30 min. Apds este periodo, a placa
contendo as amostras foi centrifugada a 3.000 x g por 40 minutos, 0 sobrenadante
descartado e o precipitado lavado duas vezes com 200 pL de etanol 70 % por
centrifugacédo a 3.000 x g por 20 minutos. O precipitado seco em estufa a 56 °C,
ressuspendido em 10 pL de formamida HiDi (Applied Biosystems) e, apés
denaturacao a 94 °C por 5 minutos, as amostras foram processadas em aparelho “ABI-

Prism 3100” (Applied Biosystems).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificagcdo de homologos e ortélogos da familia SAP em banco de dados

gendmicos de tripanossomatideos (GenBank, TrytripDB, DP-ICB-USB)

Inicialmente, a analise foi realizada nos bancos de dados TritrypDB e GenBank
utilizando o algoritmo BLASTn e como objeto de busca a sequéncia SAP-CD de 513
pb e o gene SAP (numero de acesso GenBank, respectivamente, AF199419 e
AF324829). Iniciamos a busca por ortélogos SAP nos tripanossomatideos disponiveis
em bancos de dados, abrangendo Leishmania spp, Trypanosoma spp, e os isolados
de T. cruzi [DM28c (Tc 1), Sylvio X10 (Tc I), Tula cl 2 (Tc Il), Esmeraldo (Tc II), CL
Brener (Tc 1V)]. Nao foram encontrados genes ortdlogos SAP em Leishmania e em
outras espécies de tripanossoma disponiveis nos bancos de dados (T. grayi, T. brucei,

T. rangeli, T. congolense, T.vivax e T. evansi).

Posteriormente, tivemos acesso ao banco de dados do departamento de
Parasitologia do ICB-USP, mediante colaboracéo estabelecida com a Prof. Dra. Marta
Teixeira. Utilizamos como objeto de busca o dominio SAP-CD e identificamos genes
homologos SAP nas DTUs T. cruzi M6241 (Tc Ill) e T. cruzi Can Ill (Tc IV), e em
Trypanosoma cruzi marinkellei 454. Estdo disponiveis nesse banco de dados
sequéncias de outras espécies do clado T. cruzi (T. dionisii e T. conorhini), e também

nao foram encontrados genes ortélogos SAP nestes tripanossomas.

A analise bioinformatica identificou genes homologos SAP em todas linhagens
de T. cruzi e também na subespécie de T. cruzi marinkellei, enquanto em outras
espécies de tripanossomas nao foram identificados genes ortdlogos (Tabela 2).
Lembramos que o genoma de T. cruzi bat, pertencente a espécie T. cruzi, ainda ndo
foi sequenciado. Desta maneira, o gene SAP completo foi amplificado por PCR do
genoma do isolado T. cruzi bat. Esses dados confirmam que a familia multigénica SAP

€ espécie-especifica de T. cruzi.
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Tabela 2: Identificac&do de sequéncias similares a SAP com as ferramentas BLASTnh e
BLASTp nos bancos de dados e por amplificacdo por PCR com oligonucleotideos
especificos.

Identificagao

BLASTN PCR
Leishmania mafor
Leishmania tropica
Leishmania panamensis
Leishmania braziliensis
Leishmania donovani
Leishmania infantum
Trypanasoma brucei
Trypanosoma rangeli
Trypanosoma vivax
Trypanosoma evansi
Trypanosoma congolense
Trypanosoma cruzi
Can lll + +
G + +
T. cruzi CL Brener + +
T cruzi Esmeraldo + +
T. cruzi Dm28c + +
T. cruzi Sylvio X10/1 + +
T. cruzi Tula cl2 + +
T. c. marinkellei B7 + +
T. c. bat* - +

*O genoma de T. ¢. bat ainda ndo esta dispanivel

4.2 Investigacédo da presenca do gene SAP por PCR nas espécies do género
Trypanosoma.

Como alguns genomas de tripanossomas ainda estdo em fase de
sequenciamento, nds resolvemos confirmar os dados obtidos na andlise de
bioinformatica por meio do PCR. Sintetizamos um par de “primers” denominado SAP
135 que amplifica um segmento de 135 pb do dominio central SAP-CD. Utilizamos
pelo menos um representante de cada DTU de T. cruzi, um isolado da subespécie T.
cruzi marinkellei e o isolado T. cruzi bat de morcego. Para verificar a presenca do gene
SAP em outras espécies utilizamos o DNA genémico do T. rangeli, T. conorhini, T.
dionisii e T. lewisi. Como controle positivo da reacgdo, utilizamos o plasmideo
denominado pTREX SAP_GFP no qual foi clonado o dominio SAP-CD (Figura 7).
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Figura 7: Amplificacdo por PCR da sequéncia SAP em diferentes linhagens de T. cruzi,
da subespécie T. cruzi marinkellei, T. cruzi bat, e de outras espécies do clado T. cruzi e
de T. brucei.
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Nota: A) Amplificacdo da regido de 135 nt do dominio conservado SAP-CD do DNA

gendmico de diferentes isolados das linhagens de T. cruzi, T. cruzi marinkellei, T. cruzi
bat e de outras espécies do clado T. cruzi (T.conorhini, T.dionisii, T.rangeli) e de T.
brucei. B) Amplificagcdo por PCR do gene rDNA18S do DNA gendmico dos isolados
mostrados no painel A. Os isolados de T. cruzi sdo: cepa G (Tc I), Dm28c (Tc I) clone
Sylvio x10/1 (Tc 1), clone Esmeraldo (Tc Il), TCC 2177 (Tc IlI), Can Ill (Tc IV), clone
SO3 (Tc V), CL Brener (Tc VI). Controle negativo, reacdo de PCR na auséncia de DNA
gendmico; controle positivo, plasmideo (pTREX SAP_GFP) contendo o gene SAP.
Marcadores de massa molecular (pHae) estédo indicados a esquerda em pares de

bases (pb).

Houve amplificagcdo do dominio conservado de 135 pb em todas as linhagens de
T. cruzi, T. cruzi bat e na subespécie T. cruzi marinkellei, porém, em outras espécies
de tripanosomas, ndo houve amplificacdo. Os resultados obtidos na analise por PCR
corroboram com a analise de bioinformética, comprovando a presenca da familia SAP

em T. cruzi e na subespécie T. cruzi marinkellei. Com relagédo ao T. cruzi bat &
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importante ressaltar que o sequenciamento deste isolado ainda esta em andamento,

mas podemos concluir que o gene SAP esta presente neste organismo.

Para confirmar a integridade do material genético utilizado, realizamos PCR
utilizando primers que amplificam o gene rDNA18S, presente em todas as espécies
do género Trypanosoma . Podemos verificar que houve amplificacdo de um fragmento
de 753 pb do gene rDNA18S em todos os isolados analisados, comprovando a

integridade do DNA gendmico utilizado na analise.

Posteriormente, as sequéncias amplificadas com os primers SAP foram
purificadas do gel de agarose como descrito nos itens (item 3.6), clonadas em pGEM-
T e sequenciadas (item 3.7). A identidade dos fragmentos amplificados SAP foi
comprovada por meio de BLAST no banco de dados TritrypDB. Em conjunto, os dados
das analises de bioinformética e amplificacdo por PCR indicam que as sequéncias

SAP sédo espécie-especificas.

Na busca de genes homdlogos e ortdlogos a SAP por meio no BLAST e no PCR
verificamos que todas as linhagens de T. cruzi aprensetaram gene SAP, inclusive a
subespécie T. cruzi marinkellei e T. cruzi bat, isolados de morcegos. Corroborando
com os dados anteriormente obtidos as demais espécies de tripanossomas nao
apresentaram genes ortélogos a SAP, surpreendentemente ndo foram encontrados
genes SAP em T. rangeli, espécie filogeneticamente proxima de T. cruzi que
apresenta hospedeiros e distribuicdo geografica comuns e em T. dionisii, espécie
isolada de morcegos também contida no clado T. cruzi.

4.3 Comparacao da sequéncia de aminoacidos das proteinas SAP em isolados

das linhagens de T. cruzi e T. cruzi markinkellei

Utilizamos sequéncias de aminoacidos em vez das sequéncias de nucleotideos
ja que podem existir variagbes em apenas uma base, caracterizando o polimorfismo

de nucleotideo unico (SNPs, “single nucleotide polymorphism”).

As sequéncias de 4 proteinas SAP completas [DM28c (Tc I), Sylvio (Tc I), CI
Brener (Tc VI) e Tula (VI)] de T. cruzi selecionados no banco de dados TritrypDB foram

alinhadas pelo programa ClustalW (Figura 8). Em preto estéo indicadas as regides
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com 100% de identidade, em cinza escuro 80% e em cinza claro 60%. Podemos
observar que as variantes SAP analisadas apresentam grande similaridade entre si,
principalmente na regido do dominio conservado SAP-CD (quadrado vermelho). O
dominio conservado SAP-CD tem um importante papel na invasédo celular devido a
ligacdo a célula do hospedeiro, induzindo ativacéo de vias de transduc¢do do sinal que
irdo atuar na mobilizacdo de calcio dos estoques para o citoplasma. O aumento de
calcio intracelular € uma importante via de sinalizacdo presente no processo de
interacdo parasita-hospedeiro (BAIDA et al., 2006). Em conjunto os dados indicam
gue as proteinas SAP sao bastante conservadas entre as diferentes linhagens de T.

cruzi.

Figura 8: Alinhamento por ClustalW de sequéncias de aminoacidos SAP de diferentes
DTUs (linhagens) de T. cruzi disponiveis nos bancos de dados.
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Nota: Os isolados utilizados foram clones DM25c (Tc I) e Sylvio x10 (Tc I); clone CL
Brener (CLB) (Tc VI), cepa Tulahuen (Tc VI). Em negro est&o representados residuos
com 100% de identidade, cinza escuro (80%) e cinza claro (60%). O quadrado

vermelho delimita as regides de grande similaridade.
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4.4 Classificacdo das proteinas SAP identificadas neste trabalho

Baida e colaboradores (2006), classificaram a familia SAP em 4 grupos (SAP
1-4) de acordo com as suas regides C- e N- terminais. Anteriormente em Nosso
laboratério (BAIDA et al.,, 2006; ZANFORLIN et al., 2013) foram identificadas
sequéncias SAP no genoma do clone CL Brener que foram distribuidas entre estes 4
grupos. De acordo com Baida et al (2006) e Zanforlin et al (2013), dos 39 genes
completos analisados, 34 sdo pertencentes ao grupo SAP1, 4 genes pertencentes ao

grupo SAP3 e apenas uma Unica sequéncia nos grupos SAP2 e SAP4.

Decidimos classificar as sequéncias SAP dos demais isolados de T. cruzi e as
novas sequéncias SAP anotadas identificadas no banco de dados TritrypDB. Para isso
analisamos as regibes N- e C- terminal das proteinas SAP visando identificar
sequéncias peptideo sinal, sinal para adigdo de ancora GPI, “signal anchor” (predigéo

de peptideo sinal) e GAG (“gag-like protein”).

O grupo SAP1 é caracterizado pela presenca de peptideo sinal na regido N-
terminal e sinal para adicdo de ancora GPI na regido C-terminal. Ja no grupo SAP2,
esta presente apenas o peptideo sinal na regido N-terminal. O grupo SAP3 possui
“signal anchor” na regidao N-terminal e predicao para adicdo de ancora GPI na regiao
C-terminal. Por fim, o grupo SAP4 possui parte da sequéncia da proteina GAG em

sua regiao N-terminal.

No clone Dm28c encontramos 29 sequéncias SAP, grande parte delas
devidamente anotadas. Dezenove das 29 sequéncias encontradas apresentavam
alinhamento de duas regifes sobrepostas da sequéncia alvo (“query”), mostrando 2
resultados do BLAST por contig. Essas sequéncias estao representadas em laranja
na Tabela 3, e sugerem recentes eventos de duplicagéo intragénica. Duas sequéncias
incorretamente anotadas como “trans-sialidases” e 2 como proteinas hipotéticas estao
indicadas na Tabela 3. Na nossa analise também identificamos 3 novos genes SAP

em Dm28c.

Anteriormente em nosso laboratorio foram encontradas 43 sequéncias SAP no
genoma Sylvio X10/1, destas, 19 sugerem duplicacdo intragénica de parte da
sequéncia alvo, assim como no isolado Dm28c (ZANFORLIN et al., 2013). Grande
parte das sequéncias nao estado anotadas, o que dificultou a analise de integridade e
tamanho dos genes SAP (Tabela 4). Identificamos 24 novas sequéncias SAP, 3
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sequéncias erroneamente anotadas, 2 como proteinas hipotéticas e 1 como “trans-

sialidase”.

Foram encontradas 18 sequéncias SAP no genoma da subespécie T. cruzi
marinkellei, diferentemente obtido anteriormente por Zanforlin et al., 2013 que
identificaram apenas 8 sequéncias SAP. Todas as sequéncias SAP estao contidas em
supercontigs, como apresentado na Tabela 5. Possivelmente, com o sequenciamento
completo de T. cruzi marinkellei, novas SAP serdo anotadas e com isso 0 numero de
sequéncias serd maior que o resultado anterior. Das 18 sequéncias, 3 sugerem

duplicacao intragénica.

Por fim, atualizando os dados apresentados anteriormente (BAIDA et al., 2006;
ZANFORLIN et al., 2013), no clone CL Brener foram identificadas 60 sequéncias SAP.
Doze sequéncias estdo contidas no cromossomo in silico TcChr41-P (Tabela 6), 26
no TcChr41-S (Tabela 7), 13 nos demais cromossomos (Tabela 8) e 9 estédo contidas
em contigs ndo alocados em cromossomos (Tabela 9). Trés sequéncias sé&o
pseudogenes (destacadas em azul nas Tabela 6, 7, 8 e 9). Grande parte das
sequéncias analisadas estdo anotadas como: "90 kDa surface protein” ou "serine-
alanine-and proline-rich protein” mas existem sequéncias erroneamente anotadas

como “trans-sialidases” que estdo destacadas em verde na Tabela 7.
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Tabela 3. Genes SAP identificados no genoma do clone Dm28c (linhagem Tc 1)
disponivel no banco de dados TritrypDB.

D Descrigao Contig Identidade Evalue Qstart/gend ' Sstart/send ?
1 TCDM_12604 trans-sialidase 3 AYLPO1000628 1% 0.0 4-504 1709-2209
2 TCDM_0S308 S0 kD surface protein AYLPO1000124 BE% 2,00E-180 4-458 27554-27457
3 TCDM_11300 %0 kDa surface protein AYLPO1000335 24% 1,00E-156 4-504 10310-10207
4 TCDM_11224 %0 kDa surface protein AYLPO1000324 83% &,00E-155 4-510 11530-12042
5 TCDM_1132% %0 kDa surface protein AYLPO1000347 243% 3,00E-153 4-488 1028%-10720
& TCDM_10385 serine-alanine-and proline-rich protein  AYLPO1000221 83% 3,00E-148 4-504 10695-10206
7 TCDM_0839% %0 kDa surface protein AYLPO1000116 83% 5,00E-134 4-325 4580-4265
TCDM_0B399 90 kDa surface protein AYLPO1000116 883 3,00E-101 211-4%8 4221-3%34
& TCDM_08523 c=erine-alanine-and preline-rich protein AYLPO1000161 205 2,00E-122 4-343 18541-18202
¢ TCDM_05524 serine-alanine-and proline-rich protein  AYLPO1000161 &3% 1,00E-81 211-4%8 18172-17885
10 TCDM_0SESE serine-alanine-and preline-rich protein AYLPO1000172 28% 1,00E-112 4-325 &755-7072
TCDM_09698 =erine-alanine-and preline-rich protein  AYLPO1000172 0% 2,00E-10% 211-498 7120-7407
11 TCDM_10809 trans-sialidase AYLPO1000243 B7% 7,00E-110 4-325 16053-15732
TCOM_10808 trans-sialidase AYLPO1000243 B5% 2,00E-36 211-4%8 15684-15357
12 TCDM_11865 %0 kDa surface protein AYLPO1000436 B87% 5,00E-108 4-325 1635-1317
TCOM_11865 90 kDa surface protein AYLPO1000436 883 1,00E-99 211-4%8 1265-982
13 TCDM_08562 90 kDa surface protein AYLPO1000163 0% 1,00E-107 211-4%8 26717-26430
TCDM_0B8562 90 kDa surface protein AYLPO1000163 B7% 4,00E-106 4-325 27266-26051
TCDM_05562 %0 kDa surface protein AYLPO1000163 82% 1,00E-24 211-325 26003-26739
14 TCDM_10191 90 kDa surface protein AYLPO1000205 89% 1,00E-106 211-504 13007-12717
TCOM_10191 90 kDa surface protein AYLPO1000205 22% 2,00E-24 4-325 13370-13055
15  MNdo anctado MEo anctado AYLPO1000432 0% 1,00E-108 211-4%8 G9721-10008
Mo anctado Ndo anctado AYLPO1000432 S1% 5,00E-99 4-281 9359-9613
16 TCDM_0S246 90 kDa surface protein AYLPO1000181 89% 2,00E-105 211-504 9174-9467
TCOM_0S246 90 kDa surface protein AYLPO1000181 B5% 2,00E-98 4-325 BB0E-8126
17 TCDM_l0668 90 kDa surface protein AYLPO1000250 B9% 2,00E-105 211-504 14778-15089
TCOM_10668 %0 kDa surface protein AYLPO1000250 83% 2,00E-91 4-325 14413-14728
1% TCDM_13457 90 kDa surface protein AYLPD1001033 87 &,00E-103 2059-510 1257-1531
TCOM_13457 90 kDa surface protein AYLPO1001033 20% 2,00E-78 4-325 895-1211
1s TCDM_10471 90 kDa surface protein AYLPO1000229 B9% 3,00E-102 211-4%8 4019-3732
TCOM_10471 %0 kDa surface protein AYLPO1000225 T6% 4,00E-62 4-325 4375-4067
20 TCDM_1039% 90 kDa surface protein AYLPO1000222 B85% 4 00E-100 4-325 19353-19035
TCOM_10358 90 kDa surface protein AYLPO1000222 BB 1,00E-89 211-4%8 18987-18687
21 TCDM_1181& serine-alanine-and preline-rich protein  AYLPO1000387 &7% 4,00E-100 211-504 B883%-7128
TCDM_1181& serine-alanine-and preline-rich protein AYLPO1000387 4% 1,00E-24 4-325 8473-6751
22 TCDM_11137 hypothetical protein # AYLPO1000311 &% 2,00E-58 &-504 3117-2622
23 TCDM_11287 hypothetical protein AYLPO1000330 765 2,00E-97 E-504 15185-14704
24 | Ndo anctado N&o anctado AYLPO1000100 24% 5,00E-96 4-325 17896-17582
Mo anctado Ndo anctado AYLPO1000100 TEH 2,00E-65 211-458 17534-17271
25 TCDM_10355 serine-alanine-and preline-rich protein  AYLPO1000219 7% 5,00E-56 211-458 5468-5755
TCDM_10355 serine-alanine-and proline-rich protein  AYLP01000219 0% 3,00E-77 4-325 5103-5420
26 TCDM_11372 90 kDa surface protein AYLPO1000344 82% 1,00E-53 4-343 11551-11887
TCDM_11372 %0 kDa surface protein AYLPO1000344 85% 6,00E-92 211-504 11917-12206
27 TCDM_08854 serine-alanine-and preline-rich protein  AYLPO1000131 B6% 5,00E-53 211-458 18268-17981
TCDM_0B854 serine-alanine-and preline-rich protein  AYLP01000131 23% 2,00E-80 4-325 12630-18316
28 | Ndo anctado N&o anctado AYLPO1000340 25% 4,00E-87 211-438 12202-13088
M&o anctado N&o anotado AYLPO1000340 21% 3,00E-82 4-325 12435-12754
25 TCDM_0S256 90 kDa surface protein AYLPO1000145 22% 5,00E-86 4-317 15864-16174
TCDM_05256 80 kDa surface protein AYLPO1000143 9T% 6,00E-60 374-510 16171-16307

*Inicic/final da sequéncia alvo, do inglés "guery start/guery end".

* Inicig/final da sequéncia sujeito, do inglés "subject start/subject end".

-’Ssquér:ias SAP anctadas errcneamente como "trans-sialidases”.

“"80 kDa surface protein”, denominacdo dada inicialmente em nosso laboratoric para as sequéncias SAP.

"Ssquér:ias identificadas no presente trabalho que ndo tinham side anctadas.

ESEquér:ias SAP anctadas erroneamente como proteina hipotética.
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Tabela 4: Genes SAP identificados no genoma do isolado Sylvio X10/1 (linhagem Tc |)
disponivel no banco de dados TritrypDB.

ID Descrigdo Contig Identidade Evalue Qstart/gend * Sstart/send *
1 TCSYLVIO_005084 50 kDa surface protein * ADWP02021328 BB 2,00E-176 4-458 1-458
2 TCSYLVIO_005007 S0 kDa surface protein  ADWP02021165 B7% 4,00E-171 4-504
3 NEc anctado NZo anctado * ADWP02023473 85% 4,00E-15% 15-510
4 TCSYLVIO_00565% 90 kDa surface protein  ADWP02018555 843 3,00E-154 4-458
5 TCSYLWIO_OO0SS5E. hypothetical protein ADWPO2022668 243 2,00E-151 4-504 545-4%
& NEc anctado NEo anctado ADWP02019223 B6% 4,00E-133 5-408 282-681
7 TCSYLVIO_005022 S0 kDa surface protein  ADWP02021223 TT% 4,00E-133 4-510 554-401
8 N&o anctado NEo anctado ADWP02021564 89% 2,00E-119 699-378
N&c anctado NEo anctado ADWP02021564 BE% 7,00E-99
9 N&o anctado N&c anctade ADWP020158852 2,00E-118
10 N&o anctado N&c anctade ADWPO20047 88% 2,00E-111
11 N&o anctado N&c anctade ADWPO20047 80% 1,00E-33
12 NEo anctado N&c anctado ADWPOZ001734 BG¥ 1,00E-107
13 TCSYLVIO_O10865 90 kDa surface protein  ADWP02026058 87 5,00E-107 233-548
TCSYLVIO_010865 90 kDa surface protein  ADWPO02026058 81% 7,00E-23 596-707
14 NEc anctado NEo anctado ADWP02025344 50% 2,00E-106 730-445
15 N anctado N&o anctado ADWPOZ000554 85% 5,00E-104 235-526
N&o anctado NEo anctado ADWP02000554 87 2,00E-43 165-325 37-191
16 N&o anctado NEo anctado ADWP02020059 B6% 4,00E-102 4-325 171-486
N&o anctado NEo anctado ADWP02020059 75% 1,00E-69 211-458 534-797
17 Mo anctade NEc anctado ADWPO2007318 82% 1,00E-101 4-377 374-1
18 Mo anctado NEo anctado ADWP02016353 8B% 1,00E-101 211-504 854-1187
N&o anctado NEo anctado ADWP02016353 843 3,00E-97 4-325 528-846
15 N&o anctado NEo anctado ADWP02023885 87 5,00E-101 205-504 131-42%
Nio anctado Nio anctado ADWPO202388% 763% 3,00E-09 238-325 1-85
20 M&o anctado Mo anctado ADWP02011454 B7% 6,00E-100 211-504 453-204
21 N&o anctado NEo anctado ADWP02012211 87 211-500 286-1
N&o anctado NEo anctado ADWP02012211 Saw 165-325 454-334
22 N&o anctado NEo anctado ADWP02012120 82% 172-509 1-347
23 NEo anctado Mo anctado ADWP02005543 76% 6-504 15-514
24 TCSYLVIO_OO0E718  hypothetical protein ADWPO2018652 76% 5-504 554-455
25  NEoanctado N&o anctado ADWPO2016030 843 4-325 1028-713
N&o anctado NEo anctado ADWP02016030 86% 211-458 666-379
26  MEcanctado Mic anctado ADWPO2000856 36% 209-504 £12-325
27 TCSYLVIO_00B016 trans-sialidase, putative ADWPO2018368 B2% 4-343 771-1107
TCSYLVIO_00B016 trans-sialidase, putative ADWPO2018368 24% 211-504 1137-1427
28  NEcanctade NEo anctado ADWPO2000619 86% 211-498 328-42
og TCSYLVID_00B483 S0 kDa surface protein  ,\nyyongna3gg 7% 45-325 554-377
TCSYLVIO_00B483 S0 kDa surface protein ADWPO2012365 75 3,00E-65 2335 smz-000
30  NEoanctado N&c anctade ADWP02025154 85% 3,00E-50 211-504 51-340
31 N&o anctado NEo anctado ADWP02026605 85% 3,00E-50 211-504 315-604
MEo anctado MEo anctado ADWPO202660% 243 2,00E-81 55-343 1-285
32 TCSYLVIO_010187 90 kDa surface protein ADWPO2024305 B9% 1,00E-85 1-252
33 Nio anctado MN3o anctado ADWPO2008312 843 4,00E-89 45-343 1-289
N&o anctado N&o anctado ADWP02009312 85% 4,00E-58 211-408 329-523
34 MEcanctado Mic anctado ADWP020158353 LECS 4,00E-E5 4-290 208-1
35 Nio anctado MN3o anctado ADWPO2005731 87% 1,00E-28 211-476 262-1
N&o anctado N&o anctado ADWPO2005731 88% 4,00E-70 117-325 518-310
36 N&o anctado NEo anctado ADWP02024704 85% 1,00E-88 211-504 442-157
Nic anctado N&c anctado ADWPO2024704 B3% 2,00E-75 58-343 735-472
37 NEc anctado NEo anctado ADWP02003538 83% 5,00E-88 4-311 311-3
38 NEc anctado NEo anctado ADWP02024801 82% 2,00E-87 4-325 366-48
39 N&o anctado NEo anctado ADWP02020426 85% 6,00E-87 211-458 575-289
N&o anctado N&c anctado ADWPO2020426 81% 4,00E-8B3 4-325 542-623
N&o anctado NEo anctado ADWP02007926 Saw 3,00E-85 4-210 329-535
40 N&o anctado NEo anctado ADWP02020775 81% 1,00E-82 4-325 553-244
Nio anctado MN3o anctado ADWPO2020773 BE% 1,00E-64 211-404 196-3
41 N anctado N&o anctado ADWP0201360% 81% 2,00E-81 4-325 7456-T811
N&o anctado NEo anctado ADWP0201360% 83% 4,00E-35 209-363 7857-8014
42 TCSYLVIO_011088 90 kDa surface protein  ADWPO2026825 B0% 1,00E-77 4-325 48E-183
TCSYLVIO_011088 S0 kDa surface protein  ADWP02026825 85% 5,00E-37 209-343 137-3
43 N anctado N&o anctado ADWPOZ00534% 82% 4,00E-77 211-458 422-138
N&o anctado N&o anctado ADWPO2005345 91% 5,00E-37 234-343 561-452

/final da sequéncia alvo, do inglés "

guery start/guery end".

* |nicicffinal da sequéncia sujeito, do inglés "subject start/subject end”.

‘ Sequéncias identificadas no presente trabzalho que ndo tinham sido anotadas.

0 kDa surface protein”, denominacdo dada inicialmente em nosse laboratéric para as sequéncias SAP.
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Tabela 5: Genes SAP identificados no genoma do isolado B7 da subespécie T. cruzi
marinkellei disponivel no banco de dados TritrypDB.

I Descricdo Contig Identidade Evalue Qstart/gend * Sstart/send *
1 T _MARK_E7EE hypothetical protein * TcMARK_CONTIG_3054 T7% 3,00E-103 4-458 10876-10382
2 Tc_MARK_SES4 S0 kD= surface protein, putative * TcMARK_CONTIG_807% 73% 5,00E-82 4-458 121-587
3 Tc_MARK_B177 serine-alanine-and preline-rich protein, putative TcMARK_CONTIG_5216 79% 8,00E-73 181-458 572-274
4 Tc_MARK_9SE1 S0 kDa surface protein, putative TcMARK_CONTIG_835 72% 1,00E-70 4-458 6035-5544
Tc_MARK_S281 ©0 kDa surface protein, putative TcMARK_CONTIG_835 73% 7,00E-36 235-495 2261-8004
Tc_MARK_S281 ©0 kDa surface protein, putative TcMARK_CONTIG_835 TT% 5,00E-25 348-458 7185-7032
5 Tc_MARK_10207 20 kDa surface protein, putative TcMARK_CONTIG_915 T2% 1,00E-70 4-458 1250-756
& MEc anctado M3c anotado * TcMARK_CONTIG_G23% T5% 2,00E-68 4-378 405-37
7 Tc_MARK_7387 20 kDa surface protein, putative TcMARK_CONTIG_3815 T5% 2,00E-57 2362-1g982
g8 Tc_MARK_7387 20 kDa surface protein, putative TcMARK_CONTIG_3815 82% 1,00E-13 1883-1820
9 W&o anotado W&o anotado TcMARK_CONTIG_11455 T6% 5, 00E-56 481-121
10 Mo anctado W&o anotado TcMARK_CONTIG_3281 TT% 5, 00E-56 2527-2854
11 Tc_MARK_7523 S0 kDa surface protein, putative TcMARK_CONTIG_4056 T6% 4 00E-54 2406-2067
Tc_MARK_7523 S0 kDa surface protein, putative TcMARK_CONTIG_4056 75% 2,00E-17 353-498 1842-1833
12 Tc_MARK_&843 80 kDa surface pretein, putative TcMARK_CONTIG_3131 75% 1,00E-63 4-378 2072-2440
Tc_MARK_&843 80 kDa surface pretein, putative TcMARK_CONTIG_3131 21% 1,00E-20 303-408 2536-2644
13 To_MARK_E2344 %0 kDa surface pretein, putative TcMARK_CONTIG_5393 75% 2,00E-61
14 MEc anotado MEc anotado TcMARK_CONTIG_5823 7% 7,00E-61
15 MEc anotado MEc anotado TcMARK_CONTIG_7715 7% 7,00E-61
16 Tc_MARK_5341 %0 kDa surface pretein, putative TcMARK_CONTIG_2400 7E8% 2,00E-80
17 MEc anotado MEc anotado TcMARK_CONTIG_5792 TT% 2,00E-80
18 Tc_MARK_7856 serine-alanine-and preline-rich protein, putative TcMARK_CONTIG_4513 75% 1,00E-57

* Inicio/final da sequéncia alve, do inglés
“ Inicio/final da sequéncia sujeito, do inglés "subject start/subject end".

£ Sequéncias SAF anotadas erroneamente como proteina hipotética.

'guery start/query end".

: Sequéncias identificadas no presente trabalho que ndo tinham sido anctadas.

80 kDa surface protein”, denominagio dada inicialmente em nosso |aboratorio para as sequéncias SAP.
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Tabela 6: Genes SAP identificados nos cromossomos in silico TcChr41-P e TcChr41-S
de CL Brener (linhagem VI) disponiveis no banco de dados TritrypDB.

1D Descrigao TcChr *  Identidade Evalue Qstart/gend ° Sstart/send °
1 TcCLB.S04081.250 90 kDa surface protein, putative®  TcChrdl-p 86%  3,00E-165 4-408 1713714-1713220 *
2 TcCLB.S04081440 80 kDa surface protein, putative  TcChrd1-P 253 5E-156 4-408 1677022-1677516 *
3 TcCLB.SOSE73.288 80 kDa surface protein, putative  TcChrdl-P 83%  600E-143 4-408 028002-028411 *
serine-alanine-and line-rich
4 TcClBS10361130 o caninesand prolines TeChral-p g1%  4,00E-132 4-408 2033320-2033820 *
Fr:-tElr', putﬂtl'\ff
5 TcCLB.508212.90 80 kDa surface protein, putative  TeChrd1-P 80%  1,00E-120 4-498 2082397-2081900 *
ine-alanine-and proline-rich
§  TCCLBSOBETLSL oo e o anIneTAnd prolinetnich Lo 79%  4,00E-120 4-504 7ABTEE-TAZITE
protein (pseudogens), putative
7 TcCLB.S08221730 90 kDa surface protein, putative  TeChrd1-P 75% 5,DDE-98 4-498 1831803-1832261 *
serine-alanine-and line-rich
B TcCLBS11487.150 o o eninesand proiingr TcChrdl-p 74% 5,00E-92 £-498 317001-313360  *
protein, putative
9 TcCLB508221260 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-P 743 5, DDE-87 4-408 1952999-1952541 *
serine-alanine-and line-rich
10 TcClBS0387370 e olaniMEsand proiner TcChrdl-p B0% 5, 00E-68 211-498 £17345-812073
protein, putative
ine-alanine-and preline-rich
11 TeClB.S508221680 - 2 enE@nc PIOIneTIEn — porp a1 p 78% 8 00E-55 4-323 1243846-1244160
protein (pseudogene], putative
serine-alanine-and proline-rich
12 TcClBS03S7a70 o claninemand projine-r TeChral-p 775 1,00E-52 4-323 812708-812395  *
Fr:‘tElr, Futﬁtl"a'f
13 TcCLB.511553.150 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-S 83%  7,00E-148 4-408 428453-477968 %
14 TcCLB 50798130 hypothetical protein ° TeChrd1-5 80%  6,00E-130 4-408 350714-358744
15 TcCLB.SOS025.50 20 kD surface protein, putative  TcChrdl-s 280%  6,00E-130 4-408 33g5E3-388113  *
16 TcCLB.508489.180 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-S g81%  4,00E-100 4-380 1510887-1510520 *
17 TcCLBS10025.70 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-S B53% 5,00E-03 211-488  1123188-1122904 *
18 TcCLB506752140 90 kDa surface protein, putative  TcChrd1-5 853 J0DE-86  211-488  2147855-2142571
19 TcCLB.510013.200 20 kDs surface protsin, putative  TcChrdl-s 243 7 ODE-g5 211-498  1377098-1376814
20 TcCLB.504238.280 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-S 243 7 ODE-85 211-498  2044610-2044326
21 TcCLBS1002180 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-S 8% 2 ODE-24 4323 1186827-1186514 *
22 TcCLB507953.200 90 kDa surface protein, putative  TcChrd1-5 B43 J00E-84  211-488  1294116-1294403
23 TeCLBSOT953.70 90 kDs surface protein, putative  TcChrdl-s 243 BO0E-24  211-498  1328495-1328770 *
24 TcCLBS10372.30 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-S 243 3,0DE-23 211-488  1063354-1953635
75 TcCLB.506499220 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-s B43% 4 DDE-82 211-488  1501717-1502001 *
26 TcCLBSOT953.70 90 kDa surface protein, putative  TcChrd1-s 783 1,00E-81 4380 1328135-1328496
27 TcCLB.504232.280 90 kDs surface protein, putative  TcChrdl-s 783 1,00E-81 4-380 2044570-2044608 *
2% TcCLB.510021.180 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-S 233 4,00E-81 211-488  1165325-1165600
29 TcCLB.506498190 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-s 83% 4 DDE-81 211-488  1510521-1510237
30 TcCLB.508422.220 20 kD surface protein, putative  TcChrdl-s 783 2 ODE-20 4380 1501354-1501718
31 TcCLB.SOS429.90 90 kDs surface protein, putative  TcChrdl-s 783 2 ODE-20 4-380 1534457-1534821
TCCLB.505488.90 90 kDa surface protein, putative  TcChrd1-S 23% J00E-79  211-408  1534820-1535104 *
32 TcCLB510021160 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-s 78% 2 DDE-78 4-380 1164968-1165326 *
33 TcCLB.510013.200 20 kD surface protein, putative  TeChrdl-s 7% 1,00E-75 4380 1377464-1377057 *
34 TcCLB.506759.140 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-S 7o 1,00E-75 4-343 2143215-2142885 *
35 TcCLB.507953.200 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-S 783% 2 ODE-72 4-343 1203750-1204086 *
36 TcCLB51002570 90 kDa surface protein, putative  TcChrdl-s 76% 3, 0DE-70 4-380 1123554-1123187 *
37 TeCLBS10373.30 20 kDs surface protein, putative  TeChrdl-s 78% 1,00E-58 §-320 1962996-1963355
38 N3oanotado N3o anotado © TcChrd- 76% 5,00E-50 4-326 2125006-2124650

! Cromaosso in silico (Weatherly et al., 2009 .

: Inicio/final da sequéncia alvo, do inglés "query start/query end".

E Inicio/final da sequéncia sujeito, do inglés "subject start/subject end”.

~ Bequéncias SAF anotadas erroneamente como proteina hipotética.

552que‘ncias identificadas no prezente trabalho que ndo tinham sido anotadas.

* (3enes SAP completes identificados por Baida et al (2008) e Zanforlin et al (2013).

"80 kDa surface protein”, denominacdo dada inicialmente em nosso laboratéric para a5 sequéncias SAP.
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Tabela 7: Genes SAP identificados nos demais cromossomos in silico do clone CL
Brener disponiveis no banco de dados TritrypDB.

)] Descrigao TcChr *  Identidade Evalue Ostart/gend ® Sstart/send >

35  TcCLB.507163.30 80 kDa surface protein, putative °  TcChrl6-S 3%  O,00E-147 4408 115621115133 *

40 TcClBS0gls7ig  Solne alanineand prolinerich Lo oo o 83%  4,00E-145 4509 1274451-1274953
protein (pseudogene), putative

41 TcCLBS08163.234 trans-sialidase, putative © TcChris-s 82%  2,00E-142 4508 1402340-1401838 *

42 TeCLB510279.40 S0 kDs surface protein, putstive  TeChris-s 82%  2,00E-136 6458 1466510-1467080 *

43 TcCLB.SOSES7.30 S0 kDS surface protein, putstive  TeChr20-S 81%  £00E-135 4504 530449-530043 *

44 TcClBS0ggsezp  Sonealanineand prolinerich Lo o 82%  2,00E-125 4479 S74416-573947 *

Fr:‘tflr. |:utat|'-;E

45 TcClpsosis7ip  Sorncalanine-and proline-rich oo g 83%  4,00E-145 4-508 1274451-1274953 *
protein (pseudocgene), putative

35 TcCLB.S10433280 90 kDs surface protein, putstive  TeChrag-p 78%  2,00E-110 4498 1144550-1144056 *

47 TeCLB.S10653.40 S0 kDa surface protein, putative  TcChr3g-p 263 7O00E-61 211498  420946-420655 *

TcCLB.510653.40 S0 kDa surface protein, putative TcChr3g-P B0% 2,00E-78 4-323 421312-420956

4% TCCLB.S11503.470 S0 kD surface protein, putstive  TcChrig-s 75% 3,00E-58 &-352 350016-350556 *

49 TcCLB511233.180 hypothetical protein § TeChris-p 75% 8,00E-67 5504 191384-181875  *

50 TcCLB.508853.30 hypothetical protein TeChris-p 75% 8,00E-87 5504 202285-202780 *

51 TcolBS0s24711p o ne-dlanine-and proline-rich Lo o g 76% 1,00E-85 6504 312887-313382  *

protein, putative

© Cromoszso in sifico (Weatherly et al

* Inicio/final da sequéncia alve, do inglés

2009 .

querny start/query end"”.

: Inicio/final da sequéncia sujeito, do inglés "subject start/subject end".

 Segquéncias SAP anotadas erroneaments como "trans-sialidases".

3 . . . . oL
Sequéncias SAP anotadas erroneaments como proteina hipotética.

* (3enes SAP completes identificades por Baida et al (2008) e Zanforlin et al (2013).

0 kDa surface protein”, denominacdo dada inicialmente em nosso laboratoric para as sequéncias SAP.

Tabela 8: Genes SAP identificados nos contigs ndo alocados de CL Brener disponiveis
no banco de dados TritrypDB.

ID Descrigdo Contig Identidade Evalue Qstart/gend * Sstart/send *
52 Ndo anctado Mo anotado © Tecruzi_3010 243 2,00E-162 4-508 1253-73%
53 MNEo anctade N30 anotade Teruzi_B8877 T6% 4 00E-54 B-504 203-308
54 MNEo anctade M3o anotade Tcruzi_17845 4% 7,00E-91 211-504 43-345
55 Nio anctado Nio anotado Tcruzi_21632 B3 7,00E-91 211-504 7359-437
Nio anctado N30 anctado Tecruzi_21632 B2% 2,00E-84 4-326 1102-786
5& Mdo anctado Mdo anotado Tcruzi_10542 25% 3,00E-20 214-504 1875-157¢6
57 MNdo anctado MNdo anctado Tcruzi_6261 24% 1,00E-82 211-450 4127-4406
Ndo anctade N3o anotade Tcruzi_g261 TE% 2,00E-72 4-343 3761-40G67
58 Mdo anctado M&o anotado Teruzi_10073 23% &,00E-79 211-4G58 310-29
Nio anotade N3o anotado Tecruzi_10073 T6% 1,00E-68 B-380 BE3-309
5% MNEo anctade N30 anotade Teruzi_10304 B22% 3,00E-76 211-458 1108-827
50 TcCLB.S02633.130 90 kDa surface protein, putative ©  Teruzi_7809 TT% 4 O0E-75 4-380 24021-24385 ¥

~ Inicioffinal da

* Inicio/ffinal da

sequéncia alve, do inglés

guery start/gqueny end".

zequéncia sujeito, do inglés "subject start/subject end"”.

: Seguéncias identificadas no presente trabalho gque ndo tinham sido anotadas.

“ "0 kDa surface protein”, denominacdo dada inicialmente em nosso laboratdrio para as sequéncias SAP.

* (Genes SAP completos identificades por Baida et al (2006) e Zanforlin et al (2013).
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4.4.1 Predicdo do peptideo sinal nas sequéncias SAP pelo programa SignalP
3.0

Para classificar os genes SAP utilizamos as sequéncias de aminoacidos na
andlise de predicdo de peptideo sinal no programa SignalP (Disponivel em:
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Optamos pela versdo 3.0 que é capaz de

predizer tanto peptideo sinal como “signal anchor”.

No clone CL Brener foram identificadas 11 novas sequéncias SAP. Destas,
apenas uma (TcCLB503973.70) ndo apresentou predicdo para peptideo sinal.
Analisando 25 sequéncias SAP anotadas encontradas no clone Dm28c, apenas 2
(TCDM_10471 e TCDM_11616) ndo apresentaram peptideo sinal, isso indica que

estas sdo proteinas ndo secretadas.

Apenas 11 das 41 sequéncias SAP do clone Sylvio X/10 estavam anotadas,
isso explica o numero reduzido de sequéncias obtidas para analise da predicdo do
peptideo sinal. Das 11 sequéncias, 4 (TCSYLVIO 009007, TCSYLVIO 009022,
TCSYLVIO_009084 e TCSYLVIO_010187) ndo apresentaram peptideo sinal. Das 11
sequéncias SAP anotadas encontradas na subespécie T. cruzi marinkellei, 2 delas

(Tc_MARK 7387, Tc_ MARK_9894) ndo apresentaram predicéo para peptideo sinal.

Os genes anotados que apresentaram peptideo sinal podem ser classificados
tanto no grupo SAP1 como SAP2. O diferencial entre os dois grupos € a presenca de
ancora GPI na regido C-terminal da proteina (BAIDA et al., 2006). Os membros SAP
que ndo possuem predi¢do para peptideo sinal ndo pertencem aos grupos SAP1 ou

SAP2, porém, pode ocorrer sequéncias incompletas.

4.4.2 Classificacéo das sequéncias SAP

Para confirmar as analises feitas com o programa SignalP decidimos alinhar as
sequéncias de aminoacidos obtidas no item 4.2. As sequéncias foram alinhadas no
programa Seaview utilizando o método de ClustalW, com um ajuste adicional em que

as sequéncias sdo ordernadas por similaridade, facilitando a classificagédo em grupos.


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
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Das 11 novas sequéncias SAP identificadas no clone CL Brener, 10 séo
pertencentes ao grupo SAP1 (Figura 9 e Tabela 9). A sequéncia (TcCLB503973.70)
gue nao apresentou peptideo sinal na anélise pelo SignalP também ndo apresentou
sinal para adicdo de ancora GPI, pois, a regido C-terminal esta incompleta. Dessa
forma, ndo foi possivel identificar caracteristicas cruciais para sua classificacdo nos

grupos SAP (Figura 9).

Tabela 9: Classificacdo das novas sequéncias SAP anotadas identificadas no clone CL
Brener (linhagem Tc VI) de acordo com os grupos definidos por Baida et al (2006).

Numero de acesso TritrypDB Grupo SAP

TcCLB.503973.70

e
g
*

TcCLB.507981.30

TcCLB.507373.30
TcCLB.510013.200
TcCLB.507953.200
TcCLB.506499.190
TcCLB.506499.220
TcCLB.504239.280

TcCLB.507953.70
TcCLB.506759.140
TcCLB.510021.160

*ND= Nao determinada

PR RPRRPRRPRRRRER

Das 25 sequéncias SAP do isolado Dm28c anotadas no banco de dados
TritrypDB, 14 sdo do grupo SAP1 e 5 do grupo SAP2 (Tabela 10). As demais
sequéncias sdo incompletas, tornando inviavel a identificacdo de caracteristicas
cruciais para a classificagdo. Podemos observar no alinhamento (Figura 10), que 2
(TCDM_10471 eTCDM_11616) das 25 sequéncias apresentam-se incompletas na
regido N-terminal, e 4 sequéncias (TCDM_9846, TCDM_10399, TCDM_11372 e
TCDM_11616) incompletas na regido C-terminal.

A sequéncia TCDM_10471 n&o apresenta predicdo para o peptideo sinal por
estar incompleta, mas apresenta na regido C-terminal a predicdo para a adicao de
ancora GPI. Dessa forma pode entdo pertencer ao grupo SAP2, caso apresente
predicédo para o peptideo sinal ou, SAP3, caso apresente sinal &ncora. As sequéncias
gue se apresentaram incompletas na regido C-terminal podem pertencer ao grupo

SAP1, caso apresentem sinal para adigdo de ancora GPI, ou SAP2 caso ndo possuam



36

esse sinal. A sequéncia TCDM_11616 apresenta regiao N- e C-terminal incompletas,
por isso foi excluida da analise.

Tabela 10: Classificagcdo das sequéncias SAP anotadas do isolados da linhagem Tc |
(Dm28c e Sylvio X10/1) de acordo com os grupos definidos por Baida et al., (2006).

NUmero de acesso TritrypDB Grupo SAP
TCDM_08854 2
TCDM_09698 2
TCDM_10355 2
TCDM_11372 lou2*
TCDM_10385 2
TCDM_09523 2
TCDM_11616 ND***
TCDM_10471 20u3*
TCDM_11137 1
TCDM_11267 2
TCDM_11224 1
TCDM_09256 1
TCDM_11300 1
TCDM_11389 1
TCDM_12604 1
TCDM_10609 1
TCDM_09846 lou2
TCDM_10399 lou2
TCDM_09562 1
TCDM_11865 1
TCDM_09908 1
TCDM_08399 1
TCDM_13457 1
TCDM_10191 1
TCDM_10668 1

TCSYLVIO_011088 lou2
TCSYLVIO_006699 lou2
TCSYLVIO_006718 1

TCSYLVIO_008016 1

TCSYLVIO_008483 lou2
TCSYLVIO_009007 20u3
TCSYLVIO_009022 2o0u3
TCSYLVIO_009084 2o0u3
TCSYLVIO_009562 lou2
TCSYLVIO_010187 20u3
TCSYLVIO_10865 lou2

*Sequéncias SAP que podem ser classificadas nos grupos 1 ou 2.
** Sequéncias SAP que podem ser classificadas no grupos 2 ou 3.

****ND= Nao determinada

Das 11 sequéncias SAP anotadas no clone Sylvio X10/1, 4 delas
(TCSYLVIO_009007, TCSYLVIO_009022, TCSYLVIO_009084 e TCSYLVIO_10187)

apresentaram-se incompletas na regido N-terminal e 5 na regido C-terminal
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(TCSYLVIO_011088, TCSYLVIO_006699, TCSYLVIO_008483, TCSYLVIO_009562
e TCSYLVIO_10865) (Figura 11). As 4 sequéncias incompletas na regido N-terminal
apresentam sinal para adicdo de ancora GPI na regido C-terminal, podendo entdo
pertencer ao grupo SAP1 ou SAP3. Ja as 5 sequéncias incompletas na regiao C-
terminal apresentaram predicdo para o peptideo sinal na regido N-terminal, podendo
entdo pertencer ao grupo SAP1 ou SAP2. O resultado esta representado na Tabela
10.

Identificamos 6 sequéncias incompletas na regido N-terminal (TC_MARK_ 5341,
TC_MARK_7387, TC_MARK_7896, TC_MARK 8177, TC_MARK 8178 e
TC_MARK 9894), e 7 incompletas na regido C-terminal (TC_MARK 5341,
TC_MARK 6843, TC_MARK_ 7387, TC_MARK 7523, TC_MARK 8177,
TC_MARK 8344 e TC_MARK _9894), dificultando a classificacdo das sequéncias nos
grupos SAP1 a SAP4 (Figura 12). Os genes SAP incompletos na regiao N-terminal
podem pertencer ao grupo SAP1 ou SAP2, e 0 gene incompleto na regido C-terminal
pode pertencer ao grupo SAP3 ou SAP4. As sequéncias TC_MARK 5341,
TC _MARK 7387, TC _MARK 7896, TC MARK 8177 e TC_MARK 9981
apresentaram-se incompletas nas regides C- e N-terminal, inviabilizando a

classificacdo nos grupos SAP (Tabela 11).

Tabela 11: Classificacdo das sequéncias SAP anotadas da subespécie T. cruzi
marinkellei de acordo com os grupos definidos por Baida et al (2006).

Numero de acesso  Grupo SAP
TritrypDB
TC_MARK_3892 1ou2*
TC_MARK_5341 ND***
TC_MARK_6768 1
TC_MARK_6843 lou?2
TC_MARK_7387 ND
TC_MARK_7523 lou?2
TC_MARK_7896 ND
TC_MARK_8177 ND
TC_MARK_8178 3 ou 4**
TC_MARK_8344 lou?2
TC_MARK_9894 ND
TC_MARK_9981 1
TC_MARK_10207 1

*Sequéncias SAP que podem ser classificadas nos grupos 1 ou 2.
** Sequéncias SAP que podem ser classificadas no grupos 3 ou 4.

***ND= Nao determinada.
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Figura 9: Alinhamento por ClustalW das regides C- e N- terminal das sequéncias de
aminoacidos SAP identificadas no clone CL Brener.
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Nota: Na parte superior da figura esta a regido N-terminal e na parte inferior a regiao

C-terminal da proteina. O quadrado verde marcado como PS delimita o peptideo sinal

e o vermelho marcado como GPI representa o sinal para adicdo de ancora GPIl. Em

negro estao representados residuos com 100% de identidade, cinza escuro (80%) e

cinza claro (60%).
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Figura 10: Alinhamento pelo método ClustalW das regibes N- e C- terminal das
sequéncias de aminoacidos SAP anotadas do clone Dm28c (linhagem Tc I).

TCDM_08854 - % LALLCCCSCVEE
TCDM 09698 ————

TCDM_10355 —-_—— 4 LALLC
TCDM_11372 ———- 3 ALLCCC
TCDM_10385 - LALTLCCCSCVER

TCOM 09523 ——— LALLCCCSCVES ) ; :
TEOM 11616 ——— e
TCDM 104871 —m oo __

TCDM 11137 ————

TCDM 11267 ———- G
TCDM_11224 - 1 I C SCVEF. G
TCDM_09256 ———- LALLCCCSCVE. G
TCOM_11300 ———- LALLCCGSCVE. G
TCOM_11389 MEVL LALLCCCSCVE. G
TCDOM 12604 ———- 3 LALLC

TCDM 10609 ————
TCDM 09846 ———-

7))

]

TCDM_103%5% ———— G
TCOM_08562 ———— LALLC G
TCDM_ 11865 ———-— LALLCCCSC G
TCDM_ 09908 ———— LALLCCCSCVE. B
TCDM _083%9% ———- 3 LALLCCCSCVEF. G
TCDM_ 13457 ———- B
TCDM 10191 ———-— B
TCDM_10668 ———— G

F
FWiRSPTCGHWEEEVNAEYRCQHSTTWSCELLLFYCVIINRE 422
TCDM 10355 HEMPASMAPVEMPCHREFWERSPTCHWAEEVNAEYECQHSTTWSCELLLEYFVVTINGE 423

TCDM 08854 WTPASMTPVEMPCH
TCDM 05698 WTPASMIPVEMPCH

gRSPTGHWBEEVH YRECQHSTTWICELLLFYCLIINGE 422

TCDM_ 11372 - - - — - - -
TCDM 10385 MPASMAPV[SMP FWMERSPTCGHWAEEVNAEYRCQHSTTWICELLLFYRVIINRE 361
TCDM 09523 TPASMTEVEMPCHREFMIRSPTGHWAEEVNAEYRCQHSTTWICELLLFYCVIINRE 423
TCDM_11616 - e - -— - - -
TCOM 10471 [ITPASMAPVEMPCHREFWMERSPTGHWAEEVNAEYRCQHSTTHICELLLFYCVITNRE 351
TCDM 11137 ENSAGNDASFHNE - -— - - 334
TCDM 11267 WENSAGNDASFHSDRWOAWPLLVLABRLTRKAXLLSLFFTSFRGRLLLVFFFNNFYFL— 358
TCDOM_ 11224 ENSVCIDASFHDT PELVLAALTYGCTL{e—— - - - 337
TCDM 09256 ERSVGTDASFHDT PELVLAALIYGTIL{&—— - - - 314
TCDM 11300 ENSVGTDASFHDT AFPPLVLAALTY GTL{E—— - - - 332
TCDM_11389 ENSVGTDASFHDT AFPPLVLAALTY GTI{E—— - - - 341
TCOM 12604 WENSVGTDASFHCTHEHAR PPLVLARLTYCTTE -— - - 337
TCOM 10609 WEKSVETDASFHCTHERANDPLVLAALTYCTLE — -— - - 334
TCDM 09846 - -— - -— - -

TCDM_10399 - — - — - - -
TCDM_ 035562 ENSVGTDARFHDTH PELVLAALTYGTIL{&—— - - - 453
TCDM_llBSS ENSVGTDASFHDT PELVLAALTYGTILEg — - - - 393
TCOM_09908 WENSVGTDASFHDTE PPLVLAATTYGTIE— -— - - 338
TCOM_08399 WENSVGTDASFHGTE PPLVLAATTYGTIE— -— - - 394
TCDM 13457 WENSVGTDASFHDTHEHANDPLVLAALTYCTIE — -— - - 386
TCDM 10191 ENSVGTDASFHGCTH PELVLAALTYGTL{E—— - - - 384
TCDM 10668 ENSVGTDARFHDTH PELVLAALTYGCTL{E—— - - - 385

GPI

Nota: Na parte superior da figura esta presente a regido N-terminal e na parte inferior
a regido C-terminal da proteina. O quadrado verde marcado como PS indica o
peptideo sinal e o quadrado vermelho marcado como GPI representa o sinal para
adicdo de ancora GPl. Em negro estdo representados residuos com 100% de

identidade, cinza escuro (80%) e cinza claro (60%).
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Figura 11: Alinhamento por ClustalW das regiGes C- e N- terminal das sequéncias de
aminoécidos SAP anotadas do isolado Sylvio X10/1 (linhagem Tc I).

008483 ————- MMCRVECVVFVLALLCCCSCVERV-—EE-EEPQVIQVNAVCAGDGNVARNQLRGE PLWYNCTDA
010865 ————- MMCRVECVMLVLALLCCCSCVEFRAKEEE-EEPQVTQVNAECACDCGNVARWQL PGRSLWYNCTAR
011088 TEVLIMMCRVECWVVLVLALLCCCSCVERAREEE-EEPQVIQVNAVCAGEDRLGRWQLEGRESLWYNCTDR
006718 -——-MMMRRVECVVLALTLLCCCLCVERAAFEEVEEEEVPVDAVCAGDGENVG-RWQLRGRPLWYNCTAE
009022 - —\—— - -— -
008016 —-----MMRRVEFVVLAFALLCCCSCVFRAREEFEQEPQATQVDAVCAGKDKLGRWQLRGESLWYDCTDA
009084 ———— o
010187 — o
008007 ——————————————————————————— VEEEEE-QEPQVIQVNAECASDGNVARWQL PGRSLWYNCTER
0066599 MEVLIMMCRVEFVVLVLALLCCCSCVERVEEE-——EPQVTQVNAECAGEDELGRWQLRGESLWYNCTDA
009562 ————- MMCRVEEVVLVLALLYCCSCVERVEEEE-EEPQVTQVNAVCACDCGNVARNQLRGEPLWYNCTDA
PS
008483 Homm e e 262
010865 —————— 213
piioe8 PH—H——m—M—m—M—m — — — — 295
006718 E—————- ALENSAGNDACFHSPHLHTRLLLVLAALLYGLLGF———————— 335
005022 N—————- ALERSVGTDACFHDTHLHALPPLVLAALTYGTLE———————— 286
008016 N—————- ATLENSVGTDACFHDTHLHALPPLVLAALTYGT——f———————— 387
009084 N-————- ALENSVGTDACFHDTHLRALPPLVLAALTYGTLGF———————— 271
010187 N—————- ALENSVGTDACFHGTHLHALPPLVLAALTYCTLE———————— 203
005007 THWRTAWELTPASMATVCVPCHRLFWLRSPTGHCAEEVNAGYECQHSTTW 327
00BBESS 305
009562 —————— 236

Nota: O quadrado verde marcado como PS indica o peptideo sinal e o quadrado

vermelho marcado como GPI representa o sinal para adigdo de ancora GPI. Em negro

estdo representados residuos com 100% de identidade, cinza escuro (80%) e cinza

claro (60%).



Figura 12: Alinhamento por ClustalW das regifes C- e N- terminal das sequéncias de

aminoacidos SAP anotadas do isolado T. cruzi marinkellei.
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MARK_7387
MARE_ 6843 SCEE-VLOVDAVCAEGGIMCGEWOLECESLWYNCTDSC
MARE_T7523 SCEE-VLOVNAVCAEGCGHMIGRWQLEGESLWYNCTDSA
MAREK 8344 SCEE-VLOVNAVCAEGGINCGEWJLECESLWYNCTDSG
MAREK 5854 SEPO-VITQVYAECAESCHRIGRENQLTEERTLWYNCTDSA
MARK_7896

MARK_8177

MARK_5341 :

MARK €768 i 2 a GRWOLEGESLWYNCTAEA
MARE 9581 AT A GO D——VVEVDAECACEDIWFIGEWRLSGCESSWYNCTNLS

MARE_10207 LR R B GO D-—VVEVDAECAGRDEFGEWRLSCESSWYNCTNLS

MARK 7387 = e e e e e e e e e e e -
MARE_6843 ——————— e _
MARE_ 7523 —cmmmmm e _
MARE 8344 = e e e e e e e -
MARE 9894 ——————m e _
MARE_78%6 TASSEGNSTAASTPAPLSSAPTTSALENRVGADACFHDTRLHTLPL-——————————— 245
MARE_B8177 TASSEGNSTAASTPAPLSSAPTTSALENR-————————————————————————————— 223
MARE 5341 TASSEG-——————————————————————————————————————————————————— 203
MARE_ 6768 AANGEVNSTRAAGM PTSLSSPPTTNALENSVGNDACFHDT&LHA PLLLVLABRLAYGTLG| 339

MARE_9581 TASMEGNTTAASMPAPLPSPSTTRALENHVGDDACFHDTHVHIRLLLVLAALTYGTLG| 337
MARE 10207 TASMEGNTTAARSMPAPLPSPSTTRALENHVGDDACFHDTHVHIRLLLVLAALTYGTLG| 337

GPI

Nota: Na parte superior da figura esta presente a regido N-terminal e na parte inferior
a regido C-terminal da proteina. O quadrado verde marcado como PS indica o
peptideo sinal e o quadrado vermelho marcado como GPI representa o sinal para
adicdo de ancora GPl. Em negro estdo representados residuos com 100% de
identidade, cinza escuro (80%) e cinza claro (60%).

4.5 Busca de dominios conservados no banco de dominios (CDD)

Apos a identificacéo e classificacdo de sequéncias SAP nos diferentes isolados
de T. cruzi iniciamos a busca por dominios conservados presentes nessas proteinas.
Utilizamos a plataforma CDD (“Central Domain Database”), disponivel no site do
NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml

De 86 sequéncias SAP dos diferentes isolados, 29 ndo apresentaram dominios
conservados nos diferentes bancos de dados: CDD, Pfam, SMART, KOG, COG, PRK

e TIGR. Catorze sequéncias apresentaram dominio de mucinas na regido N-terminal


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml
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da sequéncia (Tabela 12 e 13). As demais sequéncias apresentaram diferentes
dominios que estdo descritos na Tabela 14. Estes sédo inespecificos, ou seja, estao

presentes em diversos tipos de proteinas de varios organismos.

Tabela 12: Dominios conservados identificados nas sequéncias SAP do clone CL
Brener. Em amarelo estdo destacadas as sequéncias com dominio de mucinas
(“mucin”). Os dominios indicados estao descritos na Tabela 14.

o Mo Nomedodomini (3T (e85
TcCLE.508219.6  PRKO7764 PRKOT7E4 M
TcCLB.508221.7  PREO7764 PRKOT7E4 M
TcCLB.511487.1  PRKO7764 PRKO7 754 M
TcCLB. 5082212  PRKO7764 PREOT764 M
Tcoles115531 Pamoldse Mucin c

PRKQS0%6 PRKOS0%6 MC
cCLB.506755.1 PHAO3247 PHADZ247 M
TcCLB 5076537 PHAQ3247 PHAQ3247 M
TcCLB.504235.2  PRKOSSSE motB MC
CCLE.506430. cl20218  Coreona_52 superfamily M
pfamO&614 Neurcmedulin
TcCLE.5064%9.2  PRKO7764 PREOT7E4 M
TcCLE.50845G.6  PRK12323 PRE12323 M
cCLB.510021.1 PRK12323 PRK12323 M
TcCLB.507853.2  PREOV/E4 PREOT 764 N
TcCLB.510025.7  PRKO7764 PRKOT7E4 M
TcCLE.510373.3  PRKO7764 PRKOT7E4 M
cCLB.508163.2 pfam01456 Mucin C
TcCLB 5066673 PTZ00455 PTZ00455 M
TcCLB.50805G 2 PTZ00455 PTZ00455 M
pfam01456 Mucin C
cCLB.510893.4 PHAO3247 PHADZ247 M
TcCLB.5112331  PRKO7764 PREOT764 M
TcCLE.508853.3  PRKO7764 PRKOT7E4 M
TcCLE.508247.1  PRKO7764 PRKOT7E4 M

Nota: Em amarelo estdo destacadas as sequéncias com dominio de mucinas. Os

dominios indicados estdo descritos na Tabela 14.
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Tabela 13: Dominios conservados identificados nas sequéncias SAP dos isolados
Dm28c, SylvioX10/1 e T. cruzi marinkellei.

Acesso do . Incompleto {regido
D . Nome do dominio o ( _g

dominio C- ou M- terminal}
TCOM_12604 PRE12323 PRK12323 NC
TCOM_11300 PHAQ3307 PHAD33O7 C
TCOM_10325  pfam(1456 Mucin C
TCOM_08399 PRED7764 PRKD7 764 N

fam01456 Mucin C
TCDM_09523 P -

TIGRD1347 such C

cd15482 Sialidase_non-viral

TCOM_ 08524 121531 Sialidase superfamily

cl2286 Lam( superfamily

PTZ00334 PTZ00334
TCDM_0S658  pfam1456 Kucin C
TCDM_1060% PREOY7E4 PREOY764 N
TCDM_11865 PHAD3307 PHA03307 C
TCDM_0856 PREOY7E4 PREOY7E4 N
TCDM_10191 PREOY7E4 PREOY7E4 N
TCDM_0S846  pfam01456 Kucin C
TCDM_10668 PREOY7E4 PREOY7E4 N
TCDOM_13457 PRKO7003 PRKO7003 NC
PRKO7003 PRKO7003 NC
TCDM_1039% cl05242  ASFV_J13L superfamily N
TCDM_11616 PRK12270 kgd C
TCDM_11137 PRKO7003 PRKO7003 NC
TCDM_11267 PREO3427 PRKO3427 C
TCDM_10355  pfam1456 Kucin C
TCOM_11372 pfamidl456 Mucin C
PRE12323 PRK12323 NC
TCDM_0BE54  pfamO1456 Mucin C
TCDM_05256 PREQ7O03 PRKO7003 NC
TCEYLVIO 00500 PRKOY7E4 PREOT7E4 N
TCEYLVIO_01086 pfamOl1456 Mucin C
TCEYLVIO_00671  cl13847 MSA-2c superfamily N
TCEYLVIO_00201 PREK12323 PRK12323 NC
TCEYLVIO_00B48 pfamO1456 Mucin C
TCSYLVIO_ 01108 PRE14551 PRK14551 NC
pfamdl456 Mucin C
Tc_MARK_ETEE  PRKO77E4 PREOT7E4 N
Tc_MARK_SSE1  PRKOTOO3 PRKO7003 NC
Tc_MARK_10207  PRKOTO03 PRKO7003 NC
Tc_MARK_7387  PREOV7E4 PREOY7E4 NC
Tc_MARK_7523  PREO7OO3 PRKO7003 NC
Tc_MARK_S843  PRE14551 PRK14551 NC
Tc_MARK_8344 pfam1456 Mucin C

Nota: Em amarelo estdo destacadas as sequéncias com dominio de mucinas. Os

dominios indicados estdo descritos na Tabela 14.
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Tabela 14: Descricdo dos diferentes dominios apresentados na busca por dominios
conservados (CDD).

Arezzo De=zcricdo

PRE12323 Lubunidades gamma e tau da DMNA polymerase ||
PHAD3307 Regulader transcricicnal ICR4
pfam01456 "Mucin-like glycoprotein”

PREOTTE4 Subunidades gamma e tau da DMA polymerase |
TIGROL347 "2-oxoglutarate dehydrogenase complex dihwdrolipoamide succinyltransferase”

[components do E2)

cd15482 Gialidases ndc virais

cl21531 Gialidases/neuraminidases

Cl2286 Dominic "Laminin G-like" [receptores mediados por Ca++ )
PTZ00334 Trans-sialidase

FPREDTO03 Subunidades gamma e tau da DMNA polymerase ||

cl05242 Proteina J13L do virus da febre suina africana
PRE12270 "alpha-ketoglutarate decarboxylase"

FREQ3AZT Proteina de divisdo celular Zipd

cl13847 Antigeno de superficie 2c de merozoita
FRE14551 Subunidades gamma e tau da DMNA polymerase ||

Os dominios de mucinas encontrados em 14 sequéncias SAP refletem a
similaridade encontrada por BLAST entre SAP e TcMUC, TcMUCII, MASPs (“Mucin
Associated Surface Protein”) e “Mucin-like glycoprotein”. As mucinas fazem parte de
uma superfamilia de proteinas de superficie relacionadas com a de intera¢ao parasita-
hospedeiro. As proteinas dessa familia sdo composta por 3 regifes: C- terminal, N-
terminal que sdo bastante conservadas e a regido central bastante variavel entre os
membros dessa familia. Assim como as proteinas SAP, as mucinas apresentam
peptideo sinal na regido N- terminal (DI NOIA; SANCHEZ; FRASCH, 1995; DI NOIA
et al., 1998). Essa similaridade entre SAP e mucinas sugere que estas estejam

relacionadas filogeneticamente.
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5 CONCLUSAO

Por meio das analises de bioinformatica e de PCR confirmamos que a familia
multigénica SAP é espécie-especifica, presente em todas as linhagens de T. cruzi,
inclusive na subespécie T. cruzi marinkellei e no isolado T. cruzi bat. A SAP esta
ausente em outras espécies de tripanossomas, inclusive em T. rangeli, que é
filogeneticamente proximo de T. cruzi. Estes parasitas compartiiham regides
geograficas e hospedeiro comuns, podendo estabelecer co-infeccéo.

Grande parte das novas sequéncias SAP identificadas apresentaram peptideo
sinal e ancora GPI, sendo classificadas no grupo SAP1, corroborando com dados
anteriores de nosso grupo que o SAP1 é o grupo mais prevalente.

Sequéncias de TcMUC, TcMUCII, MASPs e “Mycin-like glycoprotein” sdo
também familias multigénicas envolvidas no processo de interacdo parasita-
hospedeiro e apresentaram similaridade considerdvel com as sequéncias SAP

sugerindo uma relacéo filogenética entre essas familias.
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