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RESUMO 
OLIVEIRA GS, Caracterização de Discrete Typing Units (DTUs) utilizando proteômica e 
ferramentas de bioinformática. Dissertação (Mestrado em Parasitologia) – Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 
 

A doença de Chagas é uma das doenças negligenciadas mais importantes com um número 

estimado de 12 milhões de indivíduos infectados, a maioria vivendo na América Central e do 

Sul. O parasito protozoário Trypanosoma cruzi (T. cruzi) é o agente etiológico da doença de 

Chagas. O T. cruzi é genéticamente diversificado. Uma nova nomenclatura foi adotada para 

classificar as cepas de T. cruzi (TcI-TcVI e Tcbat), denominados Discrete Typing Units (DTUs), 

com base em suas características bioquímicas, imunológicas e fenotípicas. As DTUs de T. cruzi 

foram correlacionadas a diversos desfechos clínicos, destacando a importância de testes 

epidemiológicos e moleculares específicos. Apesar do desenvolvimento de métodos de 

caracterização de T. cruzi baseados em assinaturas genéticas, cada método apresenta 

vantagens e desvantagens. O nosso trabalho mostra a aplicação da espectrometria de massas 

para o ensaio de caracterização de cepas de Trypanosoma cruzi usando bibliotecas espectrais 

MS2 de peptídeos (Trypanosoma cruzi Strain Typing Assay using MS2, Tc-STAMS2). A novidade 

do método é o uso de espectros de fragmentação de peptídeos como impressões digitais 

específicas para classificar e identificar as DTUs. Inicialmente, uma biblioteca de espectros é 

gerada a partir das DTUs de T. cruzi. A biblioteca é subsequentemente desafiada usando 

espectros MS/MS das DTUs desconhecidas e confiadamente atribuí a uma DTU específica em 

uma abordagem automática e computacional. Utilizando o método Tc-STAMS2 foram testadas 

diferentes variáveis como preparação e tipo de amostra, configuração do instrumento e 

plataforma de identificação, proporcionando alta confiança e robustez na caracterização das 

DTUs de T. cruzi. O método Tc-STAMS2 representa uma estratégia complementar aos métodos 

atuais de genotipagem de T. cruzi baseados em DNA. Além disso, o método permite a 

identificação de características específicas das DTUs que poderiam estar relacionadas à 

biologia de T. cruzi. 

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Discrete Typing Units (DTUs). Espectrometria de massas. 
Comparação espectral. Métodos de tipificação.  



 

 

 

 

ABSTRACT 
OLIVEIRA GS, Characterization of Discrete Typing Units (DTUs) using proteomics and 
bioinformatics tools. 2017. Masters thesis (Parasitology) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 
 

Chagas disease is one of the most important neglected diseases with an estimated number of 

12 million infected individuals, the majority living in Central and South America. The 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) protozoan parasite is the etiological agent of Chagas’ disease. T. 

cruzi is highly genetically diverse and a new nomenclature separated each strain into seven 

different genetic groups (TcI-TcVI and Tcbat), named Discrete Typing Units (DTUs) based on 

their biochemical, immunological and phenotypical characteristics. T. cruzi DTUs have been 

correlated to diverse clinical outcomes highlighting the importance of molecular 

epidemiological screens. Despite the development of T. cruzi typing methods based on genetic 

signatures, each method presents its own advantages and challenges. The work presented 

here shows the application of mass spectrometry for Trypanosoma cruzi Strain Typing Assay 

using MS2 peptide spectral libraries (Tc-STAMS2). The novelty of the method is based on the 

use of peptide fragmentation spectra as strain-specific fingerprints to classify and identify 

DTUs. Initially, a spectra library is generated from characterized T. cruzi strains. The library is 

subsequently inspected using MS/MS spectra from unknown strains and confidently assigned 

to a specific strain in an automated and computationally driven approach. The Tc-STAMS2 

method was employed to test several variables such as sample type and preparation, 

instrument setup and identification platform. Tc-STAMS2 provided high confidence and 

robustness in T. cruzi strain typing. The Tc-STAMS2 method represents a proof-of-concept of a 

complementary strategy to the current DNA-based T. cruzi genotyping methods. Moreover, 

the method allows the identification of strain-specific features that could be related to the 

biology of T. cruzi strains and their clinical outcomes. 

 

Keywords: Trypanosoma cruzi. Discrete Typing Units (DTUs). Mass spectrometry. Spectral 

matching. Strain typing methods. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Trypanosoma cruzi 

A Doença de Chagas (DC), também conhecida como Tripanossomíase americana, foi 

descoberta e descrita por Carlos Ribeiro Justiliano Chagas em 1909 (1). De acordo com a Organização 

Mundial de Saúde (World Health Organization, WHO), a doença afeta por volta de 8 milhões de 

pessoas, principalmente na América Latina, e é causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi (T. cruzi) 

(2). Estima-se que 10 mil pessoas morram todos os anos devido às manifestações clínicas da Doença 

de Chagas e que cerca de 25 milhões de pessoas corram risco de adquirir a doença (2) (Figura 1). A 

transmissão da DC pode ocorrer por animais silvestres (ex. gambá, tatus) e domésticos infectados 

(ex. Cachorro e gato), por transfusões sanguíneas e de forma congênita (3, 4). Transplantes de órgãos 

e ingestão de bebidas contaminadas representam outras formas de infecção (4). Contudo, a principal 

forma de transmissão ocorre pela picada do inseto contaminado, os insetos hematófagos da 

subfamília Triatominae, principalmente o Triatoma infestans, Triatoma dimidiata e Rhodnius prolixus, 

conhecidos vulgarmente como "barbeiros" (2). 

 

 

Figura 1 – Distribuição geográfica da Doença de Chagas ao redor do mundo (4). 
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No Brasil, um país de proporções continentais que vem passando por rápidas transformações 

demográficas, sociais e ambientais, onde as desigualdades socioeconômicas e regionais continuam 

muito evidentes, doenças negligenciadas atingem grande parte da população (5). Estima-se que no 

Brasil o número de pessoas com DC varie entre 1,9 a 4,6 milhões (6-8). Devido ao número elevado 

de doentes, é um grande desafio para os próximos anos estabelecer e sustentar planos consistentes 

para o diagnóstico e tratamento de dos pacientes (9). 

 

1.2 Prevalência 

Em relação à morbimortalidade da DC no Brasil, há poucos estudos sistemáticos de base 

populacional, dificultando sua estimativa (8). Por volta de 1950 a DC era reconhecida como uma 

endemia rural, porém, com o processo de industrialização do Brasil e aumento da migração da 

população rural para áreas urbanas, a doença foi tomando caráter urbano (8). Apenas a partir de 

2014, quando foi publicado o primeiro estudo utilizando dados de publicações de 1980 a 2012, 

chegou-se a prevalência da DC no Brasil:  4,2% variando de 4,4% na década de 1980 a 2,4% após o 

ano 2000 (6). Tendo como base esse e outros estudos, a variação fica por volta de 1,0% a 2,4% da 

população (6-8). 

 

1.3 Mortalidade 

A mortalidade da DC no Brasil persiste em níveis elevados (6, 10-13). Em um estudo realizado 

utilizando dados de 1999 a 2007 foram identificados 53.924 óbitos relacionados à DC, sendo 44.537 

tendo a DC como causa básica e 9.387 como causa associada (12). Adicionalmente, entre os períodos 

de 2000 a 2010, notou-se que as mortes causadas pela DC ocorreram preferencialmente em pessoas 

do sexo masculino acima de 60 anos (85,9%) (14). Em um período de 14 anos, a letalidade anual 

média foi de 2,7% (37,9). Entre os anos de 2005 e 2013  houve um aumento da letalidade, que 

passou para 20,0%, período que coincide com o surto de transmissão oral ocorrido em Santa 

Catarina no ano de 2005 (15). A letalidade continuou elevada em 2006 (5,9%), porém diminuindo 

constantemente ao passar dos anos (15). 

 

1.4 Gênero Trypanosoma 

O Trypanosoma cruzi pertence ao filo Euglenozoa, do qual fazem parte a ordem dos 

Kinetoplastídeos Euglenoidea e Diplonemea (16). A característica da ordem dos Kinetoplastídeos é 

sua mitocôndria única, o kDNA (17). O kDNA contém em sua composição moléculas dupla-fita 

circulares denominadas maxicírculos e minicírculos que formam uma rede, sendo responsável pela 
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codificação de proteínas ou RNAs mitocondriais que são responsáveis pela edição dos genes 

transcritos (18).  

A ordem dos Kinetoplastídeos se divide em dois subgrupos, Prokinetoplastina, que engobla 

o subgrupo Prokinetoplastida e Metakinetoplastina, que possui quatro subordens: os biflagelados 

Bodonídeos (Neobodonida, Parabodonida e Eubodonida) e a ordem Trypanosomatida, dentro da 

qual se encontraa família dos uniflagelados Trypanosomatidae (17, 19, 20). 

Os parasitos da família Trypanosomatidae podem ser encontrados nos mais variados 

ambientes, parasitando todas as classes de vertebrados, invertebrados e plantas, (21-25). A família 

Trypanosomatidae é composta por 14 gêneros, sendo divididos em monoxênicos e heteroxênicos. 

Os monoxênicos, que utilizam em seus ciclos de vida hospedeiros invertebrados como os artrópodes 

hematófagos da ordem Diptera (moscas e mosquitos) e Hemiptera (triatomíneos), compreende os 

gêneros Paratrypanosoma, Blechomonas, Crithidia, Blastocrithidia, Wallaceina, Leptomonas, 

Herpetomonas, Sergeia, Strigomonas e Angomonas. Já os heteroxênicos, cujo ciclo de vida envolve 

hospedeiros invertebrados e vertebrados (mamíferos, anfíbios, répteis, peixes e aves) ou 

invertebrados e vegetais, compreende os gêneros Phytomonas, Endotrypanum, Leishmania e 

Trypanosoma (21-27).  

 

1.5 Ciclo de Vida do Trypanosoma cruzi 

Como descrito por Carlos Chagas em 1909 (1), o T. cruzi apresenta um ciclo de vida complexo 

que ocorre em dois hospedeiros: insetos triatomíneos hematófagos e mamíferos. Durante seu ciclo 

de vida o T. cruzi apresenta três formas distintas: amastigota, epimastigota e tripomastigota. O 

triatomíneo durante o repasto sanguíneo no mamífero adquire as formas tripomastigotas 

sanguíneas (Figura 2). Os tripomastigotas sanguíneos migram para o intestino médio do inseto e se 

diferenciam em epimastigota, que são formas replicativas. Os parasitos multiplicam-se por divisão 

binária e, em seguida, migram para a porção posterior do intestino. Na porção final, as formas 

epimastigotas ligam-se à parede do intestino posterior (ampola retal) antes de se diferenciarem em 

tripomastigotas metacíclicos (28, 29). A metaciclogênese parece ser desencadeada pela interação 

hidrofóbica entre o flagelo e o substrato ao qual ele se anexa (28). Após se diferenciarem em 

tripomastigotas metacíclicos, estes se separam da parede do intestino e são excretados junto com 

as fezes (30). As formas tripomastigotas metacíclicas são capazes de infectarem uma ampla gama de 

células e tecidos de mamíferos como macrófagos, células epiteliais, fibroblastos e musculatura lisa 

e estriada (31). 
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Durante o repasto sanguíneo, próximo ao local da picada, o inseto libera nas fezes as formas 

tripomastigotas metacíclicos, que entram no hospedeiro através do ferimento causado pela picada 

ou por ferimentos causados pelo ato de coçar, realizado pelo próprio mamífero. No hospedeiro 

(Figura 2), os tripomastigotas metacíclicos são internalizados por fagocitose por macrófagos, ou por 

outras células do hospedeiro por endocitose (31). Essa internalização dá origem ao chamado vacúolo 

parasitóforo, local onde o parasito se encontra. Os vacúolos parasitóforos são formados por fusões 

de lisossomos com a membrana plasmática (32). O interior ácido (pH abaixo de 6.0) do vacúolo 

parasitóforo parece favorecer o escape dos parasitos por ativar a molécula porin-like Tc-Tox que 

apresenta homologia com a perforina, proteína que é responsável por criar poros na membrana 

plasmática (33). Após formas tripomastigotas metacíclicas escaparem do vacúolo parasitóforo e 

passarem para citosol, estas começam a se diferenciar em amastigotas intracelulares. Os 

amastigotas se multiplicam por divisão binária, se diferenciam em tripomastigotas sanguíneas e em 

seguida, são liberados na corrente sanguínea para infectar novas células e refazer o ciclo (Figura 2) 

(4). 
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Figura 2 – Ciclo Trypanosoma cruzi, 1- Dentro do mamífero, que no exemplo é o ser humano. Os tripomastigotas 
metacíclicos invadem células próximas ao local de invasão, se diferenciam em amastigotas. 2 – Amastigotas 
se diferenciam por divisão binária. 3 – Os tripomastigotas sanguíneos saem da célula e caem na corrente 
sanguínea. 4 – Os tripomastigotas invadem novas células e repetem o ciclo, ou 5 - são ingeridos por outro 
triatomíneo durante o repasto sanguíneo. 6 - Os tripomastigotas ingeridos se diferenciam em epimastigotas 
no intestino médio do inseto. 7 – Os epimastigotas se multiplicam por divisão binária. 8 – Diferenciam-se em 
tripomastigotas metacíclicos na porção fina do intestino. Fonte: modificado de: Centros de Controle e 
Prevenção de Doenças (CDC) (34).  

 

1.6 Discrete Typing Units 

O T. cruzi é geneticamente e morfologicamente diverso. Com o objetivo de uniformizar a 

nomenclatura e a comunicação entre os cientistas, as cepas do T. cruzi foram inicialmente divididas 

em seis grupos (T. cruzi I-VI) de Discrete Typing Units (DTUs) (Tabela 1 e Figura 3) (35, 36),  uma nova 

cepa associada a morcegos foi caracterizada (Tc-Bat/DTU-VI) (37, 38). Cada grupo representa um 

conjunto de isolados que são geneticamente semelhantes e que podem ser identificados por 

marcadores moleculares ou imunológicos comuns (Tabela 1) (35). 
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Tabela 1 - Representação das cepas e sua correspondência nas DTUs. Alguns exemplos são 
reportados. 

Cepa DTU País Hospedeiro/Vetor 

Sylvio X10 cl1 I Pará, Brasil Homo sapiens 

Y II São Paulo, Brasil Homo sapiens 

3869 III Amazonas, Brasil Homo sapiens 

CanIII cl1 IV Pará, Brasil Homo sapiens 

MN cl2 V Region IV, Chile Homo sapiens 

CL Brener VI Rio Grande do Sul, Brasil Triatoma infestans 

     Nota - Tabela com as diferentes DTUs e sua distribuições. Adaptado de Zingales et al (35) . 

 

 

Anteriormente à atribuição das DTUs, os isolados de T. cruzi eram classificados de acordo 

com alguns critérios, como por exemplo, sua morfologia. Outros critérios como virulência, 

suscetibilidade a fármacos, patogenicidade e perfil eletroforético de isoenzimas (39-43) também 

foram utilizados. Além disso, estudos utilizando o perfil eletroforético de isoenzimas permitiu a 

separação de três grupos principais, nomeados como Zimodemas (44, 45). Posteriormente, 

Tibayrenc e Ayala com a utilização de maior número de isolados foram capazes de aumentar 

significativamente o número de zimodemas, que agora conta com 43 zimodemas (43). Estas 

evidências reforçaram a ideia que o T. cruzi é um organismo diplóide, que sua reprodução ocorre 

majoritariamente por divisão binária (reprodução assexuada) e que a reprodução por processo de 

hibridização (reprodução sexuada) é rara. Esses fatos mostram a estabilidade do organismo que 

ocorreu ao logo do tempo (45, 46). 

A caracterização das cepas de T. cruzi é extremamente importante para entender as 

diferentes características epidemiológicas e patológicas, sua distribuição geográfica e suas 

manifestações clínicas (35). Devido a isso, várias metodologias de caracterização tem sido 

introduzidas para melhorar a genotipagem das cepas de T. cruzi. Em particular, as diversidades 

genéticas das populações de T. cruzi foram reconhecidas primeiramente por MLEE (Multilocus 

Enzyme Electrophoresis) (44, 47) (46), RAPD  (Random Amplified Polymorphic DNA) (48) e 

posteriormente por análises de restrição do DNA (49), gel de eletroforese em campo pulsado (50) e 

DNA fingerprint (51), demonstrando que existe uma infinidade de métodos para tipificação. 

As metodologias mencionadas anteriormente demonstraram que algumas DTUs consistem 

de linhagens híbridas. Como revisado por Zingales et al (36), as linhagens III e IV podem ter se 

formado a partir de um ancestral em comum entre I e II. Adicionalmente, as linhagens V e VI podem 



25 

 

 

ter ocorrido pela combinação entre II e III (52-55). Portanto, conclui-se que, embora raros, trocas 

genéticas entre as cepas podem acontecer (56). 

Quando o parasito infecta um hospedeiro, o mesmo pode sofrer uma seleção clonal (57), 

com isso, os parasitos isolados de insetos e humanos podem apresentar genótipos diferentes entre 

si (57). A heterogeneidade genética do T. cruzi torna difícil o entendimento epidemiológico e 

patológico da DC. Ainda está pouco elucidado até que ponto a infecção por diferentes variantes do 

T. cruzi influencia a severidade da doença. Além disso, tem-se demonstrado que outros fatores 

podem estar associados, como fatores geográficos, a linhagem do parasito, aspectos clínicos da 

doença e variação genética entre o parasito e o hospedeiro (56). 

 

 

Figura 3 – Distribuição epidemiologia das DTUs em humanos na América do Sul. Fonte: Adaptado de: Zingales et al; Lima 
L, Espinosa-Alvares O, Ortiz PA et al  (38, 58). 

 

Atualmente, os métodos utilizados para tipificação das linhagens de T. cruzi são baseados na 

caracterização dos genes do ribossomo, 24S α-rRNA e 18S rRNA. Outras análises envolvem 
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amplificação do DNA genômico (59), porém, necessita padrões complexos eletroforéticos (60). Esses 

métodos são capazes de discriminar as linhagens, entretanto, as interpretações dos resultados 

podem levar ao erro, como por exemplo a interpretação das análises de diferenças entre bandas de 

géis de eletroforese (61). Outro método introduzido recentemente é a MLST (Tipificação de 

Sequências Multilocus) que tem a capacidade de discriminar genótipos únicos em DTUs, porém, a 

sua implementação não é simples para uma caracterização rápida em grandes coleções de isolados 

(59). Métodos simples de caracterização como o RFLP (Polimorfismo de Comprimento de 

Fragmento) e o MTq-PCR (PCR em Tempo Real Multiplex) têem sido aplicados em amostras de 

isolados clínicos demonstrando seus potenciais em aplicações na clínica (62). 

 

1.7 Genômica e expressão gênica do T. cruzi 

O T. cruzi teve seu primeiro genoma sequenciado em 2005 por El-Sayed et. al., utilizando a 

metodologia de WGS (Whole-Genome Shotgun), na qual o DNA é clivado aleatoriamente e os 

fragmentos são sequenciados pelo método de terminação de cadeia (63). A cepa utilizada para o 

estudo foi a cepa híbrida CL Brener (DTU-VI) (64). A montagem atual do genoma (ASM20906v1) tem 

tamanho de 89 Mb, com 23,696 genes codificando 19,607 proteínas. Adicionalmente, 50% genoma 

do T. cruzi contém sequências repetidas, consistindo em um grande número de genes de proteínas 

de superfície como as MASPs (Mucin-Associated Surface Proteins), transialidases (TS), glicoproteína 

gp63, retrotransposons e repetições subteloméricas (64). Além do mais, mais de 50% das proteínas 

são reportadas como hypothetical ou uncharacterized. Essa falta de anotação, prejudica a associação 

com funções especificas e mais estudos são necessários para identificar e validar a função dessas 

proteínas. 

Em particular, pelo fato da cepa CL Brener (DTU-VI) ser uma hibridização entre duas 

divergentes DTUs, como as Esmeraldo-like (DTU-II) e non-Esmeraldo-like (DTU-III), e pelo seu 

conteúdo genômico repetitivo, a montagem fica prejudicada, afetando a primeira montagem do 

genoma do T. cruzi e deixando-o incompleto (64, 65). Com a ideia de obter um genoma mais 

completo, Frazén et al., (65) sequenciaram uma cepa não-híbrida, a cepa Sylvio X10/1 (DTU-I). A 

cepa Sylvio X10/1 contém poucas repetições, baixos níveis de heterozigose, genoma menor e 

também é uma referência em estudos in vivo e in vitro  (65, 66).  

Ao comparar as cepas Sylvio X10/1 (DTU-I) e CL Brener (DTU-VI) Frazén et al., notaram que 

os genomas das cepas eram similares e que continham regiões conservadas intercaladas com 

regiões de sequências repetitivas. Apesar da boa cobertura do genoma, as regiões que continham 

repetições prejudicaram a montagem do genoma. Para contornar essa dificuldade, os autores 
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complementaram a montagem baseando-se na análise de leitura. Sendo assim, foi possível 

caracterizar os genes repetidos de ambos genomas. A comparação entre os representantes das DTU-

I e DTU-VI mostraram que há uma grande diferença entre as duas cepas, principalmente em relação 

a proporção de sequências com homologia multigênicas. Adicionalmente, as análises dessas duas 

cepas deixaram clara a sua diferença, a cepa CL Brener possui um genoma de aproximadamente de 

55 Mb, esse número está relacionado a expansão de genes relacionados a proteínas de superfície, 

enquanto que cepa Sylvio X10/1 possui um genoma de aproximadamente de 44 Mb. Os autores 

notaram que o tamanho menor do genoma é característica da DTU-I (65). 

Além das cepas Sylvio X10/1 (DTU-I) e CL Brener (DTU-VI), outras cepas também foram 

sequenciadas tais como o T. cruzi JR CL4 (genBankassembly accession: GCA 000331405.1), T. cruzi 

Tula CL2 (genBank assembly accession GCA 000365225.1), T. cruzi Dm28c (67) e T. cruzi marinkellei 

cepa B7 (68). Muitas dessas cepas encontram-se atualmente com o genoma em “draft”. 

Devido a mudanças de hospedeiros durante o ciclo biológico, o T. cruzi sofre alterações 

morfológicas e moleculares que são consequência da expressão gênica e das vias metabólicas (69). 

Essas alterações necessitam de um controle refinado e rápido da expressão gênica. Desde a 

transcrição do DNA até a tradução do RNA mensageiro, o parasito desenvolveu mecanismo 

diferentes de outros eucariotos, gerando processos únicos na regulação (70), tais como: a 

transcrição policistrônica (71-73), o processamento do pré-mRNA por trans-splicing e poliadenilação 

(74, 75) e um mecanismo para a reconstituição da fase de leitura aberta do transcrito, no qual  a 

uridina é removida ou inserida por edição do pré-RNA mitocondrial (73, 76, 77). Adicionalmente, em 

alguns tripanossomatídeos, a RNA polimerase I é responsável pela transcrição de alguns genes 

codificadores de proteínas, como por exemplo, as glicoproteínas variantes de superfície (VSG) e 

proteínas PARP (procyclic acidic repetitive protein) de T. brucei (78, 79).  

Nos eucariotos a transcrição ocorre da seguinte maneira: a RNA polimerase II liga-se ao gene 

promotor iniciando a transcrição do gene (80). O processo acaba resultando no transcrito primário 

ou pré-RNA, contendo sequências de íntrons e éxons. Com a adição de 7-metilguanosina (m7G cap) 

na extremidade 5’ do RNA, ocorre a remoção dos íntrons por cis-splicing e adição da cauda de 

adenina (poli-A) na extremidade 3’, gerando o mRNA maduro (73, 81). Por outro lado, a transcrição 

em tripanossomatídeos (Figura 4) ocorre pelo reconhecimento das regiões promotoras tanto pela 

RNA polimerase I quanto a RNA polimerase III (78, 82-84). Porém, para a maioria dos genes, não 

existe sequência consenso para a polimerase II. Sendo a RNA polimerase II de baixa especificidade e 

devido a ambas as fitas do DNA poderem ser transcritas (72), a RNA polimerase inicia a transcrição 

indiscriminadamente no genoma e forma longos RNAs policistrônicos sem íntrons (85). Com isso, 
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esses pré-RNAs policistrônicos são processados por poliadenilação na extremidade 3’ e trans-

splicing na extremidade 5’ pela adição de uma sequência líder de aproximadamente 39 nucleotídeos 

chamada de spliced leader (Figura 4) (86). Ao contrário do que ocorre nos procariotos, nos 

tripanossomatídeos as unidades monocistrônicas maduras codificam proteínas que não pertencem 

a uma mesma via metabólica e os níveis de mRNAs são modulados por eventos pós-transcricionais 

(73).   

 

 
Figura 4 – Representação da maquinaria de transcrição e processamento de mRNAs em tripanossomatídeos. Os genes 

do genoma são transcritos como pré-RNAs policistrônicos que por sua vez são processados por poliadenilação 
na extremidade 3’ e trans-splicing na extremidade 5’ pela adição de spliced leader, gerando mRNAs 
monocistrônicos maduros (87).  

 

 

1.8 Doença de Chagas 

1.8.1 Fase Aguda 

Esta fase inicia-se após a infecção das formas metacíclicas em hospedeiros humanos. A 

infecção pode ocorrer pela mucosa dos olhos (sinal de Romaña) ou por ferimento causado pelo 

inseto ou pelo ato de coçar (chagoma de inoculação) (Figura 5). Caso a contaminação ocorra por via 

oral, congênita ou por transfusão sanguínea não haverá sinal aparente (88). A fase aguda é 

normalmente assintomática, porém manifestações não específicas podem ser observadas, como 

febre, náusea, vomito, anorexia, miocardite, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. Esses sintomas 

iniciam-se de 1 a 2 semanas após a picada do inseto infectado, ou após alguns meses se a 

transmissão ocorrer por transfusão de sangue infectado. Após esse período, os anticorpos IgM são 

encontrados em níveis elevados no soro dos pacientes portadores da DC (89) e também são 
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detectados anticorpos IgG nessa fase (90). O diagnóstico é realizado em menos de 10% dos casos, 

devido aos sintomas não específicos, e mais de 95% dos casos curam-se espontaneamente (91). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Via de entrada. a) Sinal de Ronaña; b) Chagoma de inoculação. Fonte: Neves DP et al (92). 

 

1.8.2 Fase Crônica 

Após a fase aguda, 60-70% dos pacientes entram na fase latente, na qual não há 

desenvolvimento dos sinais clínicos da doença. Essa fase pode durar anos ou a vida inteira do 

paciente. Os outros 40-30% desenvolvem a fase crônica, que caracteriza-se  por comprometimento 

cardíaco ou digestivo (megacólon e megaesôfago) como revisto em Rassi A Jr (4). Além disso, A DC 

pode comprometer o sistema nervoso central e periférico (93). Essa fase pode iniciar-se 10-30 anos 

após o contato com o parasito. 

  

1.8.3 Tratamento 

O tratamento da doença de Chagas iniciou-se nas décadas de 60-70 com a utilização do 

Nifurtimox (Lampit®, Bayer) e do Benzonidazol (Rochagan® ou Rodoni®, Roche), ambos fármacos de 

escolha para o tratamento da fase aguda da doença (94). O modo de ação do Nifurtimox se dá pela 

redução metabólica de grupos nitro por nitronucleases, que por sua vez, leva a produção de radicais 

nitroânios. Como o mecanismo de desintoxicação do T. cruzi é ineficiente, uma diminuição no 

oxigênio leva a morte do parasito. A utilização do Nifurtimox foi descontinuada na década de 80 no 

Brasil, Chile e Argentina devido a seus efeitos colaterais. Já o modo de ação do Benzonidazol se dá 

por ligações covalentes ou outras interações intermediárias de nitroredução de componentes do 

parasito, ou por ligação ao DNA, lipídeos ou proteínas do parasito (95). O Benzonidazol também 

apresenta efeitos colaterais e não é recomendado para pacientes grávidas, com insuficiência 

cardíaca e renal, infecções sistêmicas, neoplasias, idosos e pessoas com baixa imunidade (95). Os 
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tratamentos usuais contra o T. cruzi ainda estão abaixo do ideal, necessitando o desenvolvimento de 

novas abordagens. 

 

1.9 Diagnóstico da Doença de Chagas 

O diagnóstico da doença de Chagas na fase aguda normalmente não ocorre, devido aos 

sintomas dessa fase serem inespecíficos, prejudicando o tratamento da doença (90). O teste para a 

fase aguda baseia-se em exame parasitológicos diretos, nos quais uma grande quantidade de 

tripomastigotas pode ser visualizada por microscopia utilizando sangue fresco com anticoagulantes 

(96). Para o diagnóstico da fase crônica, é realizado o teste sorológico para detectar anticorpos 

contra T. cruzi, por exemplo, testes de IFI (Teste de Imunofluorescência Indireta), HAI (Teste de 

Hemaglutinação Indireta) e o teste ELISA (Ensaio de Imunoabsorção Enzimática). Esses testes 

apresentam alta sensibilidade, porém baixa especificidade por apresentar reação cruzada com 

Leishmania sp. e Trypanosoma rangeli (97). A PCR (Reação em Cadeia da Polimerase ) não é utilizada 

para diagnóstico clínico e sim em pesquisa laboratorial, devido à falta de padronização dos métodos 

(4). O diagnóstico da doença de Chagas congênita é realizado utilizando-se o cordão umbilical ou 

sangue venoso do recém-nascido, sendo um método muito invasivo (98). Embora os métodos 

apresentados sejam utilizados rotineiramente no laboratório para o diagnóstico da doença de 

Chagas, nenhum deles apresenta sensibilidade e precisão de 100%, tornando necessário o 

desenvolvimento de novas metodologias para a caracterização da doença.  

 

1.10 Proteômica Baseada em Espectrometria de Massas 

Em 1994 durante a “First Siena Conference, 2D Electrophoresis: From Maps to Genomes” 

surgiu o termo “PROTEOME”, cuja autoria foi dada a Marc R. Wilkins, Vitaliano Pallini e Denis 

Hochstrasser (99, 100). Além do mais, o termo “The PROTEin complemente expressed by a genOME” 

foi definido por Wilkins (100). Em outras palavras, o proteoma pode ser definido como um conjunto 

de proteínas expressas por um genoma em um determinado tempo, espaço, estado (patológico ou 

não) e estímulos externos (101, 102), definindo diferentes proteomas para a mesmo genoma. 

O estudo do transcriptoma (conjuntos de transcritos) pode analisar o estado pontual da 

célula em determinado tempo, condição, modificações pós-transcricionais ou splicing alternativos, 

porém, essas análises não irão fornecer informações sobre as proteínas expressas pelo fato de 

ocorrerem inúmeras modificações pós-traducionais (fosforilação, glicosilação, ubiquitinação, 

arginilação, etc) (102, 103). A proteômica é utilizada como ferramenta para a caracterização 
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detalhada do proteomas, suas modificações pós-traducionais (PTMs), quantificação de todas as 

proteínas de uma amostra como também a interação entre proteínas (104).  

O surgimento da proteômica como a conhecemos hoje teve início na década de 1980, com a 

utilização da separação de proteínas por gel bidimensional (two-dimensional gel electrophoresis, 

2DE) (105, 106). Essa técnica consiste na separação de proteínas utilizando dois parâmetros, o ponto 

isoelétrico (carga) e a massa molecular, e ambos são definidos baseados na mobilidade das proteínas 

em uma matriz de gel de poliacrilamida (106). Mesmo sendo o 2DE uma metodologia poderosa para 

identificação de proteínas, a mesma tem limitações, como por exemplo, a dificuldade em identificar 

proteínas de membranas, estando limitado a detecção de proteínas associadas a membranas e 

proteínas com baixa hidrofobicidade (107). 

O estudo do proteoma de tecidos, células ou organismos inteiros são conduzidos na maioria 

dos laboratórios utilizando a estratégia de bottom-up, também denominada shotgun. Esse método 

baseia-se na caracterização de proteínas de uma dada mistura pela análise de seus peptídeos 

gerados através de proteólise enzimática (108, 109).  O nome shotgun foi dado por Yates pela 

analogia do sequenciamento genômico (101). A abordagem shotgun permitiu a determinação de 

proteomas e tem sido largamente utilizada por sua alta reprodutibilidade, sobressaindo-se ao 

método clássico de análise 2DE (110). A vantagem sobre os géis 2DE se dá pela limitação desta última 

técnica na identificação de proteínas que compartilham determinadas características, como por 

exemplo, hidrofobicidade acentuada, ponto isoelétrico extremo e alta massa molecular (111, 112). 

Sendo assim, proteínas importantes podem deixar de ser identificadas casos as análises sejam 

baseadas apenas na separação em géis (113, 114). Na estratégia bottom-up (Figura 6) amostra de 

proteínas de interesse sofre proteólise por tripsina, passa por um processo de dessalinização e 

injetadas no espectrômetro de massas (explicado mais detalhadamente adiante). 

A proteômica foi beneficiada com o desenvolvimento tecnológico dos equipamentos para 

análise qualitativa e quantitativa de proteínas e peptídeos. Anteriormente, o maior desafio era o 

desenvolvimento de métodos que permitissem que peptídeos pudessem ser ionizados e detectados 

sem sua destruição nesse processo (99). Essa limitação foi ultrapassada com o surgimento de novas 

metodologias para o sequenciamento de peptídeos utilizando metodologias denominadas soft 

ionization, como o ESI (Ionização por Electrospray), concebida por John Fenn, e MALDI (Ionização 

por Dessorção a Laser Assistida por Matriz) por Koichi Tanaka, Franz Hillenkamp e Michael Karas, 

acompanhado pela miniaturização e automação da cromatografia líquida (Cromatografia Líquida, LC) 

(115), permitindo quantificação e identificação de peptídeos com maior velocidade e precisão (116). 

Adicionalmente, com a rápida melhora nos equipamentos de cromatografia e espectrômetros de 
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massas e o desenvolvimento de algoritmos mais precisos nas análises dos dados gerados, a 

proteômica baseada em espectrometria de massas tornou-se uma ferramenta valiosa no estudo das 

proteínas. 

Com a maior utilização de métodos de separação livre de géis, foram desenvolvidos novos 

métodos de separação baseados na cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas em 

tandem (LC-MS/MS). A proteômica baseada em espectrometria de massas tem ajudado nas análises 

de sistemas biológicos e a cada dia que passa vão surgindo novas melhorias nas metodologias 

empregadas nas análises em proteômica. De fato, a proteômica auxilia na compreensão de 

processos biológicos e nos últimos anos tem ajudado na descoberta de muitos potenciais 

biomarcadores, embora poucos deles de fato passaram para a fase de clínica (117-119). Alguns 

detalhes importantes da proteômica dizem respeito ao desenho experimental, na qual sofre grande 

influência a preparação da amostra, isto é, qual é o melhor experimento a se fazer para responder à 

pergunta em questão. Outro detalhe muito importante é a análises dos dados, necessitando de 

pessoas qualificadas e treinadas (116). A Figura 6 mostra as a diversas estratégias que podem ser 

utilizadas na proteômica baseada em espectrometria de massas. 

 

 
Figura 6 – Visão geral da proteômica baseada em espectrometria de massas bottom-up.  Adaptado de Steen H,  Mann 

M (120). 

 

1.10.1 Avanços Tecnológicos na Proteômica Baseada em Espectrometria de Massas  

 Um espectrômetro de massas tem quatro partes fundamentais: a fonte de ionização, o 

analisador de massas, o detector e o sistema de aquisição de dados (mostrado na Figura 7). 

Primeiramente a amostra a ser analisada é introduzida na fonte de ionização. No caso do ESI as 

moléculas (peptídeos) serão dissolvidas em solução polar e volátil, para então serem bombardeadas 

através de um fino capilar de metal (que é mantido entre 3 a 5 kV), e nebulizadas na ponta do capilar 

com aplicação de forte campo elétrico, permitindo a formação de pequenas gotículas carregadas. 

As gotículas carregadas são evaporadas por aplicação de calor e nitrogênio seco e as cargas residuais 

são transferidas para os peptídeos (evento denominado droplet fission) (121). Logo em seguida, os 

peptídeos ionizados são conduzidos através de campo elétrico até o analisador de massas. É possível 
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manipular a fragmentação aumentando a tensão, e consequentemente aumentando a colisão com 

as moléculas de nitrogênio (122).   

No analisador de massas ocorre a separação de acordo com as suas respectivas razões 

massa/carga (m/z) (123). Os analisadores de massas nessa fase da análise têm grande influência na 

identificação dos peptídeos, isto porque, cada analisador de massa tem parâmetros diferentes tais 

como, resolução, sensibilidade e exatidão diferentes uns dos outros, implicando na qualidade do 

dado adquirido (espectro) (124). Os analisadores de massas mais utilizados na pesquisa proteômica 

atualmente são: Tempo de voo (TOF); Quadrupolo; Armadilha de íons (Ion Trap, IT) e Orbitrap (123-

129). O elemento final do espectrômetro é o detector, cuja função será a de registrar os dados de 

abundância relativa e os valores de m/z dos íons, e apresentá-los como espectros de massas (130).  

 A Figura 7 sumariza todos os componentes do espectrômetro de massas.  

 
Figura 7 – Componentes do espectrômetro de massas. Fontes de íons ESI. Diferentes modelos de analisadores de massas 

e os diferentes métodos de detector. Módulo de processamento de dados. Adaptado de Hart-Smith G, 
Blanksby SJ (131). 

 

1.10.2 Fragmentação de Peptídeos 

 Na proteômica utiliza a espectrometria de massas para analisar peptídeos e identificar 

proteínas em banco de dados. Um dos primeiros métodos desenvolvidos, que usa a informação da 

massa molecular dos peptídeos (digeridos enzimaticamente), foi o PMF (Peptide Mass Fingerprint). 

Com o surgimento dos analisadores híbridos (dois analisadores acoplados), permitiu-se o 
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surgimento de experimentos em sequência (tandem), sendo então possível detectar um 

determinado íon e submete-lo a uma etapa de fragmentação (101, 132). 

Na etapa de fragmentação um método que é bastante utilizado é a dissociação induzida por 

colisão (CID)(133). O processo de fragmentação começa com os íons sendo introduzidos na região 

do vácuo do espectrômetro de massas (por meio de ESI ou MALDI). Em seguida, os íons precursores 

são acelerados seguidos de colisões em gás neutro (hélio, argônio ou nitrogênio), levando a 

conversão de energia cinética em energia vibracional. Conforme a energia vibracional excede um 

limiar, as ligações peptídicas covalentes podem quebrar. Os íons fragmentos resultantes são usados 

para obter a sequência peptídica em busca em banco de dados. 

Seguindo o modelo de mobilidade do próton (134), que descreve como a energia adquirida 

induz a transferência intramolecular dos prótons em cada peptídeo, culminando na desestabilização 

das ligações do esqueleto polipeptídico, e por consequência, induzindo a formação de dos íons 

fragmentos (135), os íons fragmentos são classificados como íons que retêm a carga residual (próton) 

no lado N-terminal (gerando fragmentos -a, -b e -c, dependendo da ligação fragmentada) e íons que 

retém a carga residual (próton) na região C-terminal (gerando os fragmentos -x, -y e -z, dependendo 

da ligação que é fragmentada), segundo a nomenclatura proposta por Roepstof-Fohlman-Biemann 

(136) (Figura 8). Outro detalhe é a formação do íon denominado imônio: esse íon formado da 

clivagem simultânea das regiões C- e N-terminais de um resíduo de aminoácido. Esse íon é útil para 

diagnóstico fornecendo informações do íon precursor (99).  

Outros métodos de fragmentação utilizados são a dissociação por captura de elétrons 

(Electron Capture Dissociation, ECD) e a dissociação de transferência de elétrons (Electron Transfer 

Dissociation, ETD) (137, 138). 

Recentemente um método de fragmentação baseado na dissociação induzida por alta 

energia de colisão (HCD) vem sendo muito utilizado (139). Esse método foi disponibilizado 

comercialmente pela empresa Thermo® (LTQ-Orbitrap™) em 2007. Com um processo de 

fragmentação semelhante ao CID, os íons são primeiramente fragmentados na câmara de colisão, 

em seguida são enviados ao C-trap (que é um LIT curvado), que comprime eletrodinamicamente os 

íons no tempo e espaço e os acelera, através de um gradiente rápido de voltagem para serem 

ejetados para o orbitrap (140). A fragmentação do HCD gera íons b e y, podendo gerar outros íons 

menores (Figura 8). O HCD permite observar íons de baixo m/z, tornando-o adequado para análises 

iTRAQ (Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation) ou TMT (Tandem Mass Tags) (141-144). 
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Figura 8 – Representação dos íons gerados nos diferentes métodos de fragmentação. Quando a fragmentação ocorre 
clivagem no N-terminal os fragmentos são chamados de A, B e C, e quando ocorre no C-terminal do peptídeo 
os fragmentos são chamados de X, Y e Z.  (A) – A numeração indica qual ligação peptídica é clivada contando 
a partir do N e C, respectivamente. (B) – As cargas a direita significam que houve um rearranjo de cargas no 
processo de fragmentação, esses íons são denominados B. (C) – Os íons Y são os fragmentos mais comuns 
gerados pela clivagem da região C-terminal. Laranja: Fragmentação CID e HCD; Azul: Fragmentação ECD e 
ETD. Adaptado de Roepstorff P,  Fohlman J. (136). 

 

 A espectrometria de massas sequencial (MS/MS) consiste em vários processos: isolamento 

das amostras de interesse, digestão enzimática, ionização por um gás neutro, seleção de massa do 

íon precursor, dissociação (por exemplo CID), detecção dos íons e aquisição dos dados. Em especial, 

ela surge como uma alternativa para a obtenção de maior seletividade nos experimentos 

quantitativos. 

 Quando o experimento em espectrometria de massas MS/MS ocorre em regiões separadas 

do aparelho (como no triplo quadrupolo), diz-se que é espectrometria de massas sequencial no 

espaço (tandem mass spectrometry in space). Porém, quando todos esses processos ocorrem no 

mesmo espaço físico (como no ion trap), nomeia-se como espectrometria de massas sequencial no 

tempo (tandem mass spectrometry in time), permitindo a realização de vários estágios de MSn (145).  

 Dependendo do objetivo do trabalho, espectrometria sequencial oferece quatro tipos de 

análises: varredura de íons produtos, varredura de íons precursores, varredura de perda neutra e 

monitoramento seletivo de reações. Nesse trabalho foi utilizado um espectrômetro de massas LTQ-

Orbitrap Velos com aquisição dependente de dados (DDA) (Figura 9). Esse tipo de análise é baseado 

na análise de varredura de íons precursores (product ion scanning): o primeiro analisador seleciona 
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o íon de interesse (MS1) que serão fragmentados na câmara de colisão, e os íons fragmentos serão 

analisados no segundo analisador de massas (MS2) (146, 147). 

 

Figura 9 - Visão geral do funcionamento do LTQ-Orbitrap Velos em modalidade de aquisição dependente de dados (DDA).    
O funcionamento do LTQ-Orbitrap Velos baseia-se na análise de varredura de íons precursores, o primeiro analisador 
seleciona os íons de interesse (MS1), que serão fragmentados na câmara de colisão, e os íons fragmentos serão 
analisados no segundo analisador de massas (MS2). Para esse exemplo foi utilizada a cepa Tc Sylvio X10 CL1. 
 

 

1.10.3 Análise de Dados Proteômicos 

 Após todo o procedimento de preparação da amostra, processamento no espectrômetro de 

massas e obtenção dos espectros MS/MS, a próxima etapa é realizar a busca em banco de dados de 

proteínas. Inicialmente, é necessário realizar um pré-processamento e para isso existem métodos 

que classificam espectros MS/MS em bons ou ruins, levando em consideração a boa relação sinal-

ruído, fragmentação uniforme e extração precisa das massas de cada pico no espectro de massas. 

Para isso, utilizam-se algoritmos que são responsáveis pela classificação dos espectros antes de 

submete-los à busca em banco de dados (148). 

 Um dos softwares para buscas em bancos de dados utilizando espectros MS são o Sequest, 

Mascot e o Andromeda. 

 O Sequest, que usa um modelo descritivo, é baseado na previsão de como os peptídeos se 

fragmentam no modo em tandem (MS/MS), que é então quantificado para determinar a qualidade 

da combinação entre a predição e o espectro experimental (149).  
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 O Mascot e Andromeda usam o modelo probabilísticos. Resumidamente, o modelo 

probabilístico determina a probabilidade da relação entre os espectros MS/MS e as sequências no 

banco de dados (149).  

 O MaxQuant utiliza o algoritmo Andromeda, que está disponível gratuitamente 

(www.maxquant.org), sendo essa uma das vantagens em relação ao Mascot. O Maxquant pode ser 

executado em computadores mais modestos. Outra vantagem é sua capacidade de analisar 

peptídeos co-fragmentados, possibilitando a análise de espectros MS/MS de alta resolução, 

melhorando as identificações principalmente em misturas complexas (150).  

 

1.11 Biblioteca Espectral 

 A busca de sequência proteicas em bancos de dados usando espectros MS/MS é um processo 

computacionalmente caro, propenso a erros e muito trabalhoso. Ela tem sido objeto de pesquisa 

desde os primórdios da proteômica (151, 152). Muitas ferramentas foram desenvolvidas no intuito 

de alcançar o equilíbrio entre sensibilidade e precisão (152), mas mesmo com a evolução do 

hardware e software, as buscas ainda continuam dispendiosas necessitando de grandes 

processamentos quando se quer analisar grande conjuntos de dados, deixando essas análises para 

grandes grupos de pesquisas. (152).  

 O conceito de uso da biblioteca espectral inicia-se por volta da década de 70, quando a 

estrutura de uma espécie química era inferida pelo seu padrão de fragmentação gerado pelo 

espectrômetro de massas (153). Esse método envolvia curagem manual e era demorada.  

 O uso inicial de bibliotecas espectrais foi em análises de pequenas moléculas, em particular 

na cromatografia gasosa acoplada a plataforma de espectrometria de massas (GC-MS) empregando 

ionização eletrônica (EI) que fragmenta os analitos na fonte de íons. As bibliotecas construídas eram 

distribuídas pelos fornecedores de espectrômetros de massas e também para outras entidades 

como o Instituto Nacional de Padrões e Tecnologia dos Estados Unidos (National Institute of 

Standards and Technology, NIST- USA) (154). Essa biblioteca era formada por uma grande coleção 

de espectros de massas teóricos de compostos conhecidos. Logo em seguida, um espectro de massa 

gerado experimentalmente podia ser comparado com a biblioteca buscando a melhor 

correspondência possível. O único impedimento da sua utilização na época era a disponibilidade de 

bibliotecas confiáveis (154, 155). 

No âmbito da proteômica, uma idéia semelhante de busca espectral foi apliado por Yates et 

al em 1998 (155, 156). Yates et al obtiveram sucesso no uso de uma “correlação cruzada” 

normalizada para medir a semelhança entre um espectro CID e um espectro de referência obtido do 

http://www.maxquant.org/
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mesmo instrumento. Mesmo que essa ideia tenha sido revelada bem a frente do seu tempo, 

bibliotecas espectrais de peptídeos não existiam antes de 1998, lançando bases para as buscas em 

bibliotecas espectrais como conhecemos hoje (157). 

 Com a evolução dos equipamentos e dos métodos de preparaçãos de amostras, atualmente 

a proteômica pode rever métodos utilizados anteriormente (156, 158). Além disso, tem aumentado 

a disponibilidade on-line dos dados gerados por vários laboratórios, e os dados proteômicos shotgun 

tem sido padronizados (159-163). Todavia, para que a biblioteca espectral seja abrangente é 

importante construí-la com espectros MS/MS de uma grande variedade de fontes para prover 

precisão, qualidade e evitar os falsos positivos. Para tal, o NIST- USA em colaboração com o projeto 

PeptideAtlas estão responsáveis pela qualidade dos espectros MS/MS disponíveis on-line (160, 164). 

 A busca espectral é uma forma de agregar conhecimento de experimentos anteriores em 

novos estudos, já que normalmente esses dados gerados ficariam sem uso. Assim, a busca espectral 

é ideal para a proteômica direcionada, isto é, quando não se buscam novas informações e sim 

informações repetitivas de um certo conjunto pré-definido de peptídeos (152, 165). Os softwares 

mais usados para busca espectral são o SpectraST (Spectra Search Tool) (152, 166), X!Hunter (158) e 

Bibliospec (156), (Figura 10 e 11). 

 O Bibliospec desenvolvido por Frewen et al em 2006 (156), e mostraram que é possível 

comparar espectros adquiridos de diferentes modelos de equipamentos em diferentes laboratórios. 

No mesmo ano foi apresentado o X!Hunter (161) por Craig et al, que utiliza abordagem semelhante 

para inferir a significância estatística de correspondências espectrais. Por volta de 2007 Lam et al 

revela o Spectrast (152, 166) que foi integrada na suíte da Trans-Proteomic Pipeline (167-169), uma 

suíte completa para análise de dados proteômicos que possibilita a realização de todas as etapas de 

análise de dados desde a conversão de formato de dados até a validação estatística. 

 A busca por biblioteca espectral vem adquirindo importância nesses anos e para explica-la 

melhor, é importante compara-la com o método de busca em banco de dados de sequência. A busca 

em banco de dados de sequência de proteínas é frequentemente o método de escolha para 

identificar espectros de massas. Quando se compara um espectro de massas MS/MS com espectros 

previstos teoricamente de peptídeos com precursor m/z semelhantes, o algoritmo de busca de 

banco de dados de sequências atribui a sequência a melhor correspondência ao espectro de massas 

observado como identificação putativa (157). Desde que os peptídeos estejam incluídos no banco 

de dados de sequências e que as modificações sejam consideradas nas buscas, o algoritomo é 

teoricamente capaz de identificar os peptídeos. Por essa razão, a busca de banco de dados de 

sequências é ideal para descobrir novos peptídeos que não tenham sido observados 
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experimentalmente. Por outro lado, a busca em bibliotecas espectrais é menos utilizada para esse 

propósito, porque não depende do genoma para a identificação, e esse aspecto fica restrito a 

identificação de peptídeos previamente identificados (157). 

 

 
Figura 10 - Identificações dos peptídeos podem ser realizadas comparando os espectros experimentais contra B - um 

banco de dados de espectros teóricos contidos em um banco de dados de sequências proteicas ou C – Busca 
em biblioteca espectral. D – Lista dos melhores candidatos obtidos e E – Melhor correspondência dos dados 
experimentais contra um banco de dados de sequência proteica. Adaptado de Nesvizhskii AI (170). 

 
 

 Porém, as buscas em bibliotecas espectrais apresentam algumas vantagens em relação a 

busca em banco de dados de sequências. A primeira delas é o princípio de correspondência espectral, 

e não requer qualquer informação prévia sobre os fragmentos do analito ou do espectrômetro de 

massas. Além do mais, a busca em biblioteca espectral faz uso de toda as informações contidas no 

espectro de massas para distinguir entre boas e más comparações, significando que a sensibilidade 

é geralmente maior do que a busca em banco de dados. Segundo, a biblioteca espectral representa 

uma fração do proteoma do organismo estudado, com isso, o “espaço de busca” é muito menor em 

comparação com busca em banco de dados. Este fato revela não só uma melhora na velocidade de 

busca como também a sensibilidade, reduzindo os falsos negativos (155, 158). Terceiro, a biblioteca 

espectral conecta experimentos passados com futuros, enquanto que a busca em banco de dados 

de sequências não traz conhecimentos prévios no processo de identificação (157). Se o objetivo do 

experimento não é descobrir peptídeos novos, mas sim identificar o mesmo peptídeo em diferentes 
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amostras, a busca por biblioteca espectral é mais adequada do que busca por banco de dados de 

sequências. E por fim, as limitações mencionadas na busca por biblioteca espectral podem ser 

parcialmente superadas pelo aumento da biblioteca espectral e também pela utilização de métodos 

de previsão de espectros. 

A construção de uma biblioteca espectral MS/MS pode ser resumidamente dividida em cinco 

passos. O primeiro passo envolve a análise dos espectros por ferramentas tradicionais de buscas de 

bancos de dados de proteínas. No segundo passo, é realizado a validação estatística para dar 

confiabilidade às identificações. A terceira etapa envolve a consolidação de todas as identificações, 

incluindo a tarefa de integrar dados e resultados de diferentes formatos e lugares, que é realizada 

manualmente. No quarto passo, quando a biblioteca “bruta” é construída, os espectros com várias 

identificações são unidos, formando-se um espectro de consenso, isto é, um “consenso” para esse 

peptídeo. Esse passo diminui a redundância da biblioteca. Neste passo pode-se usar uma abordagem 

alternativa: alternativamente a formar um espectro de consenso, seleciona-se o “melhor” espectro 

que representa as repetições. E por fim, no quinto passo é realizado o controle de qualidade, ou seja, 

nesse passo os espectros erroneamente identificados ou ruidosos são removidos da biblioteca (171).  

 De modo geral, a busca em biblioteca espectral inclui três etapas para a identificação correta. 

A primeira etapa é o pré-processamento, nesta etapa o ruído e outros picos que oferecem baixa 

discriminação serão removidos do espectro de consulta. O propósito do pré-processamento é reter 

a informação discriminativa utilizando por exemplo, picos intensos e discriminativos que são úteis 

para a correspondência espectral. Para tal, a intensidades de picos são transformadas por alguma 

função matemática (por exemplo o produto escalar), para reduzir a importância relativa de combinar 

intensidades de picos, que estão sujeitas a variações experimentais. A segunda etapa é a 

quantificação do grau de similaridade entre o espectro de consulta e os espectros da biblioteca, essa 

quantificação pode ser por comparação do espectro de consulta com cada um dos espectros 

candidatos da biblioteca. A etapa final é a validação estatística, ou seja, atribuir uma probabilidade 

à identificação, que é considerada a combinação espectral mais próxima (157). 
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Figura 11 – Fluxograma para a construção de uma biblioteca espectral. 1 – Após todo o procedimento de obtenção de 
espectros MS/MS realiza-se uma busca em banco de dados de sequência. 2 – Após a busca, valida-se os 
peptídeos com testes estatísticos. 3 – Integra-se todos os dados de diferentes lugares e formatos. 4 – 
Espectros semelhantes são unidos em um consenso. 5 – Aplicação de filtros de qualidade para prover 
melhor qualidade da biblioteca espectral. Adaptado de: Lam, H. (172). 

 
 
 O uso de biblioteca espectral está expandindo consideravelmente. Mais recentemente, a 

metodologia já foi utilizada para identificar fontes de alimentos de carrapatos (173), microrganismos 

(174) (como bactérias) e neste caso protozoários. A busca espectral é um recurso muito útil para 

pesquisas em proteômica principalmente quando o objetivo é identificar os mesmos peptídeos em 

diferentes amostras (171). 

 

1.12 Proteômica no Trypanosoma cruzi 

 Devido a capacidade da proteômica baseada em espectrometria de massas em identificar e 

quantificar proteínas e também suas PTMs (104), é interessante aplica-la para o estudo do T. cruzi já 

que seus diferentes estágios de desenvolvimento provavelmente têm expressão diferencial de 

proteínas.  

 Seguindo essa linha de raciocínio, o primeiro estudo realizado em T. cruzi utilizando LC-

MS/MS foi feito em 2004 por Paba et. al. (175). Neste estudo foram identificadas 1573 proteínas de 

1710 espectros MS/MS. Uma análise mais rigorosa resultou na identificação de 41 proteínas com no 
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mínimo 2 peptídeos por proteina. Das proteínas identificadas, 7 estavam relacionadas a organização 

celular, 7 ao metabolismo e o restante pertenciam a destinos proteicos. Além disso, 29 proteínas 

apresentaram expressão conservada e 9 proteínas foram mais expressas em tripomastigotas e 3 em 

amastigotas (175). A maioria das proteínas encontradas pertenciam a classe de proteínas de choque 

térmico (Heat-Shock Proteins, HSPs). Para validar os resultados obtidos deste estudo e de um estudo 

anterior, na qual foi utilizada a metodologia gel 2DE (176), Paba et al., utilizando metodologia ICAT 

(Isotope-Code Affinity Tag Technology, ICAT), encontraram taxas similares entres as duas 

metodologias. 

 Posteriormente, em um trabalho realizado por Atwood et al. envolvendo a análise do 

proteoma do T. cruzi durante seu desenvolvimento (177) foram gerados 139.147 espectros MS/MS. 

Desse total de espectros foram identificados 1168 grupos de proteínas contendo 2784 proteínas 

totais e 5.720 peptídeos únicos de alta confiabilidade. Das 2784 proteínas identificadas, 1008 são 

anotadas como proteínas hipotéticas. Adicionalmente, nas análises das diferentes formas do 

parasito, foram identificadas 1871 proteínas totais na forma amastigota, 1486 em tripomastigotas, 

2339 em tripomastigotas metacíclicos e 1861 em epimastigotas. A melhora nas identificações de 

proteínas no trabalho de Atwood et al., em comparação com o trabalho de Paba et al., 

provavelmente se deu devido a publicação do genoma do T. cruzi em 2005 (64), melhorando 

consideravelmente as identificações.   

 Com o objetivo de caracterizar a expressão de proteínas na metaciclogênese, Parodi-Talice 

et al. (178) utilizaram géis 2DE e MALDI-TOF. Com a utilização dos géis 2DE foram obtidos 500 spots 

de géis, das quais foram selecionados 100 spots para análises em MALDI-TOF.  Dos 100 spots de géis, 

20 spots apresentaram baixa qualidades dos espectros de massas. Os 80 spots restantes 

apresentaram ótima qualidade, sendo que 66 spots (82%) foram identificados em buscas em bancos 

de dados correspondendo a 43 proteínas diferentes. Além disso, as proteínas foram agrupadas em 

categorias funcionais, sendo 33% relacionadas com atividades metabólicas, 16% relacionadas com 

transporte de elétrons e atividades antioxidantes, 16% com biossíntese, proteólise e catabolismo, 

12% estavam relacionados com proteínas estruturais, 14% foram identificadas como proteínas 

hipotéticas, os restantes 9% reuniam proteínas como as calmodulinas, adenilato ciclase e proteínas 

de superfície como a glicoproteína GP90. Em particular, os autores sugerem que as PTMs durante a 

metaciclogênese podem ser de grande importância na regulação da expressão gênica durante a 

diferenciação e que a glutamato desidrogenase (GluDH) pode desempenhar um papel importante 

durante o estresse oxidativo por aumentar a captação de aminoácidos como fonte de nutrientes. 
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 Um dos primeiros estudos com o objetivo de relacionar filogeneticamente as seis DTUs 

utilizando a proteômica foi realizado pelo grupo de Telleria et al. (179). Para tal, foi utilizada a 

metodologia 2DE-DIGE com MALDI TOF-TOF em um conjunto de 26 clones de T. cruzi representando 

as seis DTUs.  Os resultados do trabalho sugerem que algumas proteínas podem ser especificamente 

associadas a diferentes DTUs, ou sua expressão diferencial podem ser correlacionadas. A maioria 

das proteínas identificadas são estruturais, como as α- e β-tubulinas. 

 Visando a aplicação clínica, Diaz et al. analisaram e identificaram a expressão diferencial das 

formas tripomastigotas e amastigotas de isolados clínicos da DTU-I (180). Para esse estudo os 

autores utilizaram géis 2DE para a obtenção do perfil proteico e MALDI-TOF ou LC-MS/MS para a 

identificação das proteínas. As análises revelaram que em média, os géis 2DE revelaram 325 spots 

em cada forma do parasito. Comparando as duas formas do parasito, foram encontrados 33 spots 

de peptídeos exclusivas de tripomastigota e 28 de amastigota. Além disso, 21 spots de géis foram 

expressos com mais intensidade em tripomastigotas, enquanto que 30 spots foram mais intensos 

em amastigotas. As 16 proteínas estavam associadas principalmente ao metabolismo glicolítico e 

enquadravam-se em proteínas estruturais. 

 Outros trabalhos foram realizados para obter diferentes frações do T. cruzi, como por 

exemplo, o trabalho de Queiroz et. al. (181) que avaliaram o subproteoma das formas epimastigotas 

do T. cruzi utilizando duas metodologias. A primeira baseando-se na tripsinização da superfície 

celular (Shave) das células vivas intactas, e a segunda abordagem utilizava a biotinilação das 

proteínas de superfície seguido de isolamento cromatográfico de afinidade com estreptavidina. 

Ambos os métodos foram analisados por LC-MS/MS. Os resultados obtidos mostraram que as duas 

metodologias são complementares e abrangentes, revelando muitas informações sobre o 

subproteoma do parasito. Adicionalmente, em outro trabalho desenvolvido pelo grupo de Queiroz 

et. al. (182), utilizando-se da mesma metodologia, porém estudando outras formas do parasito 

(tripomastigota e amastigota axênico) os autores mostraram um grande repertório de proteínas no 

subproteoma da membrana plasmática, revelando possíveis alvos para fármacos. Além disso, a 

análise de bioinformática mostrou que a maioria das proteínas preditas estão envolvidas na infecção 

das células hospedeiras, na adesão celular e na modulação da resposta imune do mamífero. 

 Em um estudo para analisar a fração organelar da forma epimastigotas do T. cruzi conduzido 

por Ferrela et. al. (183) baseando-se na metodologia de Scott e Docampo (184) com utilização da 

LC-MS/MS, os autores identificaram 396 proteínas, das quais 138 foram anotadas como hipotéticas. 

Uma análise comparativa com um estudo de proteoma de células inteiras resultou na validação de 

173 novas proteínas, sendo 38 proteínas não encontradas em estudos anteriores em epimastigotas. 
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A conclusão a que os autores chegaram é que o enriquecimento de frações subcelulares pode ajudar 

na detecção de novas proteínas que não são encontradas em estudo proteômicos em larga escala. 

Além da fração organelar, um outro estudo foi realizado com a fração nuclear de células de 

epimastigotas de T. cruzi, em que Santos et. al. (185) adaptaram duas metodologias (186, 187) para 

isolar a fração nuclear do parasito. As análises por 2D-nLC-MS/MS (Two-Dimensional nano-Scale 

Liquid Chromatography) revelaram 12875 peptídeos de 864 proteínas. Esse foi o primeiro estudo 

proteômico em larga escala realizado de fração nuclear. Dentre as 864 proteínas, 272 foram 

anotadas como não caracterizadas, e 275 não foram encontraras em análise global do proteoma do 

T. cruzi.  Para confirmar o método desenvolvido, análises de bioinformática foram realizadas, 

revelando 65 cluster de genes, em que foi mostrado o agrupamento de membros com organização 

de cromatina e funções ligadas ao DNA.  

 Todos esses estudos reforçam a importância da proteômica como ferramenta de apoio para 

outras metodologias. Sabendo que as manifestações da DC podem estar relacionadas com a 

variabilidade genética dos parasitos (58, 188), o desenvolvimento de uma nova ferramenta que 

utiliza espectros de massas para caracterização de DTUs em T. cruzi associada a utilização de 

ferramentas de bioinformática, ajudará a determinar qual DTU está envolvida em uma determinada 

região de um modo mais rápido comparado com os testes rotineiros.  

Além disso, a espectrometria de massas pode ser uma importante ferramenta para 

caracterização das diferentes cepas de T. cruzi, pelo fato de ser uma tecnologia robusta, sensível, 

precisa e simples.   

Os métodos recentes para a caracterização das DTUs contêm limitações , como por exemplo, 

erro na interpretação das análises (61). Outros métodos não são simples para serem utilizados para 

uma caracterização rápida, principalmente quando há grandes coleções de isolados (59). Por outro 

lado, podemos utilizar a espectrometria de massas para complementar análises moleculares 

ajudando a caracterizar as DTUs e, consequentemente levando a um melhor diagnóstico e 

abordagem da doença no paciente. Tendo em vista que cada DTU tem um grau de virulência (58), a 

caracterização das diferentes DTUs pode levar a um melhor diagnóstico da doença. 

Este é o primeiro estudo de classificação das DTUs de T. cruzi utilizando somente a 

informação dos espectros MS/MS, sem nenhum conhecimento prévio sobre a sequência proteica.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Desenvolver um método de caracterização das diferentes cepas de T. cruzi (DTUs) utilizando 

espectrometria de massas e ferramentas de bioinformática. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

1. Desenvolver uma plataforma baseada na análise de espectrometria de massas para 

discriminar as diferentes cepas de T. cruzi; 

2. Desenvolver métodos computacionais para gerar banco de dados de espectros de massas de 

fragmentação das diferentes DTUs; 

3. Validar o método proposto através de espectros de fragmentação (MS/MS) obtidos das 

amostras não conhecidas com o banco de dados; 

4. Identificar e quantificar as sequências de peptídeos/proteínas expressas em cada cepa por 

meio de database searching em banco de dados; 

5. Analisar quais redes de interação proteína-proteína estão reguladas nas diferentes DTUs. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Cultura Celular de Trypanosoma cruzi 

 As formas epimastigotas de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) 

suplementado com 10% soro fetal bovino em pH 7.2 a 28 °C (189), em fase exponencial. Neste 

estudo foram utilizadas apenas cepas sequenciadas e validada (Tabela 2).  

 

Tabela 2 – Lista de cepas utilizadas para o desenvolvimento e validação do método Tc-STAMS2.  
 

DTUs Tripanossomatídeo Hospedeiro Localidade 

I T. cruzi sylvio X10/4 Homo sapiens Belém, PA, BR 

I Sylvio X10 CL1 Homo sapiens Pará, Brasil 

I T. cruzi G mucurae Didelphis 
marsupialis 

Manaus, AM, BR 

II T. cruzi Y Homo sapiens Rio Grande do Sul, 
RS, BR 

II T. cruzi esmeraldo Homo sapiens São Felipe, Bahia, BR 

III T. cruzi M-6241 Cl 6 Homo sapiens Belém, PA, BR 

III 3869 Homo sapiens Amazonas, Brasil 

III T. cruzi Homo sapiens Carauari, AM, BR 

IV T. cruzi Can III Cl 1 Homo sapiens Belém, PA, BR 

IV T. cruzi Jose Julio Homo sapiens Amazonia, AM, BR 

V T. cruzi NR Cl 3 Homo sapiens Bolívia 

V T. cruzi 92:80 Cl 2 Homo sapiens Bolívia, Santa Cruz 

V MN cl2 Homo sapiens Region IV, Chile 

VI T. cruzi CL 14 Triatoma infestans Rio Grande do Sul, 
BR 

VI T. cruzi CL Brener CL 1 Triatoma infestans Rio Grande do Sul, 
BR 

Tc bat T. cruzi bat Cl 1.1 Myotis levis São Paulo, SP, BR 

Outros T. marinkellei Carollia 
perspicillata 

Monte Negro, RO, 
BR 

T. dionisii Epitesicus 
brasiliensis 

São Paulo, SP, BR 

T. erneyi Mops condylurus Moçambique, 
Chupanga, Sofala 

T. rangeli AM-80 Homo sapiens Amazônia, AM, BR 
         Nota - Tabela com todas as informações a respeito das DTUs utilizadas neste estudo. 
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3.2 Influência das Condições de Cultivo do Trypanosoma cruzi 

 As células da cepa Sylvio X10/1 foram coletadas em fases exponencial e estacionária de 

crescimento. Duas réplicas biológicas para a fase estacionária (St1 e St2) e duas para a fase 

exponencial (Exp1 e Exp2) foram analisadas. 

 

3.3 Preparação das Amostras e Análise nLC-MS/MS 

 As formas epimastigotas (5 x 108 células em fase exponencial) foram lavadas três vezes em 

PBS (Phosphate-Buffered Saline) pH 7.2 (8,000 g por 10 minutos em temperatura ambiente), foram 

resuspendida em 400 µL de tampão de lise (7 M Uréia, 2 M Tiouréia, 1 mM DTT (DL-Dithiothreitol – 

SIGMA-Aldrich) e inibidores de protease (Amersham) e foram incubadas em agitação por 30 minutos 

para a solubilização das proteínas. As proteínas foram reduzidas com DTT 10 mM final, alquiladas 

com iodo-acetamida 40 mM final (Sigma-Aldrich), digeridas com tripsina (Promega) na proporção 

1:50 (µg tripsina/µg proteínas) em 50 mM final de solução bicarbonato de amônio por 16 horas a 

37 °C. A reação foi interrompida com ácido fórmico 1% (pH menor que 3) e em seguida, as amostras 

foram dessalinizadas em colunas de C18 (StageTips). O StageTips ou extração stop-and-go é um 

método de dessanilização simples que é bastante utilizado em laboratórios de proteômica (190). 

Foram preparadas quatro réplicas para cada DTU. Para a validação de diferentes laboratórios, as 

amostras A (DTU-III) e B (DTU-I) foram preparadas usando um mínimo de três réplicas de acordo 

com o protocolo descrito acima. 

 

3.3.1 Preparação da Amostra para as Condições Ácidas e Básicas 

 Os peptídeos foram dessalinizados em condições ácidas (ácido 1 e ácido 2) e básicas (básico 

1 e básico 2). Em particular, para a purificação ácida, os peptídeos trípticos foram acidificados com 

0,1% de TFA (pH 3) e carregados em uma microcoluna StageTip ativada com ácido antes de serem 

eluídos com 50% de acetonitrila com 0,1% de ácido trifluoroacético (TFA). Para a purificação básica, 

os peptídeos trípticos foram dissolvidos em bicarbonato de amônio a 0,1% (pH 10) e carregados em 

uma Stage-tips de base ativada antes de serem eluídos com acetonitrila a 50% com bicarbonato de 

amônio a 0,1%. Os peptídeos eluídos foram secos e analisados por espectrometria de massa.  
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3.3.2 Análises Nano LC-MS/MS 

Os peptídeos foram separados em colunas Reprosil-Pur C18-AQ (3μm; Dr. Maisch GmbH, 

Germany) usando Easy-LC nano_HPLC (Proxeon, Odense, Dinamarca). O gradiente utilizado foi 0-34% 

de solvente B (A = 0.1% de ácido fórmico; B = 90% ACN, 0.1% de ácido fórmico), em 70 min com um 

fluxo de 250 nL/min. As análises MS/MS foram realizadas utilizando o LTQ-Orbitrap Velos (Thermo 

Scientific, Bremen, Alemanha). As aquisições dos espectros de massas foram feitas em 400-1500 

m/z com resolução de 30,000. Em cada espectro de massa os 20 íons mais intensos foram 

selecionados para fragmentação utilizando CID no ion trap linear. Os parâmetros para aquisição dos 

dados foram: tempo de ativação = 15 ms, energia normalizada = 35, Q-ativação = 0,25, exclusão 

dinâmida = 1 repetição, tempo da exclusão = 30 segundos e limiar de intensidade = 30,000, íons alvo 

= 2e4 como descrito por Palmisano et. al, (191).  

 

3.3.4 Quantidades de Amostra, Gradientes Cromatográficos e Tipos de Fragmentação MS/MS 

Utilizados no Teste de Conceito. 

 A robustez do método Tc-STAMS2 foi testada usando diferentes parâmetros: 1) quantidade 

de amostra, 2) gradientes cromatográficos e 3) técnicas de fragmentação. Diferentes quantidades 

(0,5 e 1 µg) e concentrações de amostras (Low e High) foram carregadas na coluna analítica antes 

da análise MS. O tempo de eluição cromatográfica foi ajustado para 20, 70 e 130 minutos de 0-34% 

de solvente B em 250 nL/min. A fragmentação CID foi utilizada para desenvolver o método Tc-

STAMS2. O HCD foi avaliado como tipo de fragmentação peptídica alternativa em peptídeos trípticos 

separados por gradiente cromatográfico de 70 minutos. Para a fragmentação HCD, cada varredura 

de MS foi adquirida na resolução 30.000 FWHM (Full Width at Half Maximum, FWHM) seguido de 7 

scans MS/MS de íons mais intensos com um tempo de ativação de 0,1 ms e energia de colisão 

normalizada de 35. A biblioteca espectral para cada DTU foi desenvolvida em um LTQ-Orbitrap Velos 

localizado no PR Group do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade do 

Sul da Dinamarca (Odense, DK). Todos os outros testes para validar o método foram realizados em 

um LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific™) na unidade de espectrometria de massas 

Biomass-CEFAP (Centro de Facilidades para a Pesquisa) (São Paulo, Brasil). Para as análises adicionais 

foi utilizado o espectrômetro de massas Orbitrap Fusion Lumos Tribrid (Thermo Fisher Scientific™) 

disponível no Instituto de Química da Universidade de São Paulo. As configurações do aparelho 

foram: tempo de aquisição de 74 minutos a cada ciclo de MS/MS de 3 segundos. O MS1 foi analisado 

no Orbitrap com resolução de 120,000 com alcance de m/z de 375-1600 com máximo tempo de 

injeção de 50 milissegundos. Os peptídeos foram analisados em modo positivo. Os espectros MS2 
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foram isolados no quadrupolo com janela de isolamento de 1,2 Da. Os peptídeos foram 

fragmentados via HCD com energia de colisão de 30, os íons fragmentos foram detectados no 

Orbitrap com resolução de 30,000 e tempo máximo de injeção de 54 milessegundos com AGC target 

de 50,000. No MS a primeira massa foi de 110. A intensidade mínima para os íons precursores serem 

selecionados foram de 50,000. Os íons precursores fragmentados foram excluídos por 45 segundos. 

 

3.4 Bioinformática e Análises Estatísticas 

3.4.1 Geração da Biblioteca Espectral MS/MS e Correspondência Espectral  

 A geração da biblioteca espectral MS/MS e a comparação espectral foram realizadas usando 

o software SpectraST (versão 4.8) (152, 174, 175). Em particular, os espectros adquiridos por LC-

MS/MS foram convertidos para um formato aberto (mzXML) pelo Msconvert (192), que faz parte da 

suíte oferecida pela TPP (Trans-Proteomic Pipeline) (167-169). O SpectraST foi utilizado para 

construir a biblioteca espectral e executar a correspondência espectral MS/MS (152). A biblioteca 

espectral de referência foi gerada com três arquivos “raw” (arquivos gerados pelo espectrômetro de 

massas) para cada DTU, e um arquivo raw de cada DTU foi utilizado para comparação com a 

biblioteca de referência para validação do método. A biblioteca espectral foi construída com as cepas 

das DTUs na forma epimastigota em fase exponencial. O primeiro passo para a geração da biblioteca 

espectral de referência envolve a aplicação de um limiar, dos quais os espectros MS/MS originados 

a partir do mesmo íon precursor peptídico são combinados para criar o espectro de consenso. Além 

disso, os espectros de baixa qualidade são excluídos da biblioteca (152). Para determinar a 

similaridade entre o espectro de consulta e a biblioteca, o SpectraST utiliza a função SDSS (Spectral 

Dataset Similarity Score) (168, 173). Em particular, o produto do ponto único (unique dot product) 

SDSS, foi abreviado como “score” ao longo do texto, e foi escolhida como função de discriminação 

entre as cepas de T. cruzi das DTUs (173). As confidências estatísticas nas identificações das DTUs 

corretas foram realizadas por bootstrap de dados (173, 193). Todas as ocorrências obtiveram um 

bootstrap de 1, a menos que fossem relatados bootstrap menores. 

 O software DiagnoProt (194) também foi utilizado para construção da biblioteca espectral e 

para a análise de similaridade. O DiagnoProt utiliza o mesmo método de comparação espectral, ele 

foi utilizado para validação computacional entre os diferentes softwares. Foram utilizados os 

parâmetros padrões para a criação do banco de dados espectral: Limite de similaridade de 0,70; 

tolerância ao precursor: 4,50; tipo de ativação: CID; número mínimo de picos: 50; deslocamento do 

compartimento 0,40; tamanho da caixa: 1,0005; mínimo bin m/z 200,00; máximo bin m/z: 1700,00. 

O banco de dados espectral foi utilizado para combinar a identidade de cada amostra desconhecida.  
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3.4.2 Busca em Banco de Dados 

 Os arquivos raw MS/MS foram analisados usando: Proteome Discoverer, MaxQuant e Trans-

Proteomic Pipeline. Com o Proteome Discoverer v2.1 (Thermo Fisher Scientific®) os espectros foram 

comparados com a base de dados de T. cruzi usando Mascot e Sequest. As buscas em banco de 

dados foram realizadas com os seguintes parâmetros: Tolerância de massa de precursor de 20 ppm; 

tolerância de massa MS/MS 0.5 Da (dados CID). A tripsina foi selecionada como enzima e 

carbamidometil cisteína como modificação fixa. As modificações das variáveis foram a oxidação da 

metionina e desamidação da glutamina e asparagina. As sequências peptídicas compartilhadas 

foram agrupadas como proteínas de acessos agrupadas (grouped accessions proteins). As taxas de 

falsos positivos (False Discovery Rates, FDR), foram realizadas usando o algoritmo Percolator com q 

igual ou inferior a 0.01. O FDR da proteína foi calculado no Proteome Discoverer e mantida abaixo 

de 1%.  

 Os arquivos raw também foram processados usando o MaxQuant (154) (versão 1.2.27.429). 

Os espectros MS/MS foram pesquisados utilizando o algoritmo Andromeda (150) contra o banco de 

dados de proteínas Uniprot do T. cruzi (11 de julho, 2017; 51.738 entradas). A tolerância de massa 

máxima permitida foi ajustada para 20 ppm para o precursor e depois ajustada para 4.5 ppm na 

busca principal, e para íons fragmentados foi de 0.5 Da. A especificidade enzimática foi ajustada para 

tripsina com um máximo de duas clivagens perdidas. A carbamidometilação cisteína (15.99 Da) foi 

fixada como modificação fixa, desaminação (NQ) e acetilação de proteínas N-terminal (42.01 Da) 

foram selecionadas como modificação variável. A análise bioinformática foi realizada utilizando o 

software Perseus v.1.5.2.6 (154), disponível no ambiente MaxQuant, e as sequências reversas e 

contaminantes foram excluídas nas análises posteriores. O FDR das proteínas foi calculado no 

MaxQuant e mantido abaixo de 1%. Os valores de intensidade do LFQ foram considerados para 

comparar relativamente a abundância de proteínas presentes nas diferentes DTUs.  

 A suite Trans-Proteomic Pipeline (TPP) foi utilizada para pesquisar arquivos raw convertidos 

para mzXML (167-169). Os arquivos mzXML foram pequisados pelo algoritmo de busca Comet 

incorporado na plataforma do TPP (195). O FDR das proteínas e peptídeos foram estimados usando 

o algoritmo PeptideProphet incorporado ao ProteinProphet na TPP (196). A identificação com 

menos de 1% de FDR foi mantida. 

 Os dados raw de tecido humano (197) e T. vivax (Meta1, BSF1 e EP1) (198) foram obtidas do 

repositório público PRIDE (PRoteomics IDEntifications), e utilizados como controle negativo.  
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3.4.3 Análise de Redes Interações Proteína-Proteína 

 Para as análises de interações proteína-proteína foi utilizado o software String (199) 

(https://string-db.org/). A tabela utilizada para essa análise está na Tabela suplementar S6. Para 

essas análises foram utilizadas a cepas CL14 com CL Brener (ambas DTU-VI). 

 

3.4.4 Análises Estatísticas 

 As quantificações livres de marcadores (Label-Free Quantification, LFQ) das proteínas e 

peptídeos foram quantificadas pelo Perseus (200). Valores significativamente regulados com valor 

de p menor que 0.05 e corrigidos com o teste Bonferroni post-hoc foram utilizados para agrupar 

diferentes DTUs. Os agrupamentos hierárquicos de proteínas e peptídeos significativamente 

regulados foram realizados usando o cálculo Z-score nos valore de intensidades de log2 e foram 

representados como heat maps. As análises de componentes principais (PCA), foram realizadas 

utilizando o mesmo procedimento descrito acima no Perseus.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://string-db.org/


52 

 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 A Estratégia Tc-STAMS2 Permitiu a Discriminação das DTUs 

 Neste estudo, a combinação de espectrometria de massas e abordagens computacionais foi 

utilizada para desenvolver um método para a discriminação de cepas de T. cruzi nas DTUs, chamado 

de ensaio de caracterização de cepas de Trypanosoma cruzi usando bibliotecas espectrais MS2 de 

peptídeos (Trypanosoma cruzi Strain Typing Assay using MS2, Tc-STAMS2). Uma visão geral 

esquemática da identificação de T. cruzi nas DTUs utilizando espectros MS/MS de peptídeos trípticos 

é resumida na (Figura 12). 

 

Figura 12 – Tc-STAMS2 fluxograma. (A) As proteínas foram extraídas da dorma epimastigotas, digeridas e submetidas a 
análise nLC-MS/MS. Os espectros MS/MS foram agrupados e mesclados para gerar uma biblioteca espectral de massa 
de referência utilizando o SpectraST (http://tools.proteomecenter.org/wiki/index.php?title=Software:SpectraST) ou 
DiagnoProt (http://patternlabforproteomics.org/diagnoprot/). (B) Os mesmos passos descritos no painel A foram 
utilizados para as amostras desconhecidas. Em particular, as DTUs foram lisadas, as proteínas foram digerindas utilizando 
tripsina. Os peptídeos foram analisados por nLC-MS/MS. (C) Os espectros gerados foram comparados com a biblioteca 
de referência para atribuir todas as amostras desconhecidas a uma DTU particular de T. cruzi. OS passos A, B e C foram 
utilizandos em todas as análises de correspondência espectral. (D) Os dados obtidos pela espectrometria de massa 
MS/MS foram pesquisados contra a base de dados da proteína T. cruzi. Foram utilizados três plataformas computacionais: 
MaxQuant (154) Proteome Discoverer (Thermo Fisher) e Trans-Proteomic Pipeline (167-169). 

 

 Uma biblioteca espectral foi construída utilizando um total de 586513 espectros únicos 

MS/MS de peptídeos trípticos pertencentes a três arquivos raw de cada uma das seis cepas de T. 

cruzi (Figura 12 - A). Cada DTU foi processada e adquirida em quatro réplicas técnicas. Os espectros 

MS/MS adquiridos a partir de três réplicas de cada DTU foram utilizados para construir a biblioteca 

http://tools.proteomecenter.org/wiki/index.php?title=Software:SpectraST
http://patternlabforproteomics.org/diagnoprot/
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espectral de referência usando o SpectraST (152). Após a construção da biblioteca MS/MS de 

referência, as proteínas da DTU desconhecida foram digeridas por tripsina antes de serem analisadas 

por nLC-MS/MS (Figura 12-B). Um perfil de LC-MS das quatro réplicas é mostrado na Figura 13 e o 

score de correlação de Pearson indica alta semelhança entre as diferentes corridas. O perfil 

cromatográfico LC-MS dos peptídeos trípticos pertencentes as DTUs mostram alta semelhança entre 

as diferentes DTUs (Figura 14). Os espectros MS/MS das diferentes DTUs foram comparados contra 

a biblioteca usando o SpectraST (166). As identificações foram realizadas quando houve 

correspondências entre a biblioteca e o conjunto de dados espectrais das amostras testadas, neste 

caso, as diferentes DTUs. O resultado do SDSS foi utilizado para fornecer uma medida de similaridade 

quantitativa entre dois conjuntos de dados espectrais (abreviado de score) (Figura 12-C) (173). 

Foram realizadas buscas dos espectros MS/MS em banco de dados do proteoma do T. cruzi, 

conforme descrito na (Figura 12-D). 

 

 
Figura 13 – Perfil cromatográfico LC-MS dos peptídeos pertencentes as quatro réplicas da cepa Sylvio X10 cl1 (DTU-I). O 

índice de correlação de Pearson é relatado no lado direito do cromatograma. Utilizando a primeira réplica 
como referência, temos: A primeira réplica comparada com ela mesma resulta em R2 = 1, segunda em R2 = 
0.91, terceira em R2 = 924 e a quarta em R2 = 924. 
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Figura 14 – Perfil cromatográfico LC-MS dos peptídeos pertencentes das seis DTUs T. cruzi. 

 

 Baseado no score de similaridade entre os espectros de massas MS/MS das amostras 

desconhecidas e a biblioteca espectral, o Tc-STAMS2 foi capaz de diferenciar e identificar com 

precisão as diferentes DTUs. Nós observamos que o score ficou entre 0.75-0.86 para identificações 

corretas e 0 para casos de não identificações, como mostrado na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Identificações das DTUs baseadas nas buscas de similaridade espectral. As seis DTUs 
(Sylvio X10 cl1, Y, M6241 cl6, CanIII cl1, MN cl2 e CL Brener). Os scores são relatados 
juntamente com o número de correspondências de espectro MS/MS. As similaridades são 
identificadas com alta pontuação e destacadas em cinza. 

 
DTUs DTU-I DTU-II DTU-III DTU-IV DTU-V DTU-VI 

I 0.861 
(2858/20232) 

0.005 
(11/13450) 

0.008 
(24/13419) 

0.008 
(26/14135) 

0.016 
(65/13470) 

0.013 
(33/14469) 

II 0.010 
(23/14212) 

0.754 
(1169/20004) 

0.032 
(72/14820) 

0.023 
(62/15126) 

0.007 
(22/14198) 

0.020 
(35/16038) 

III 0.006 
(18/13177) 

0.020 
(45/13838) 

0.817 
(2086/19587) 

0.013 
(42/13135) 

0.017 
(42/13689) 

0.015 
(35/14200) 

IV 0.011 
(38/14307) 

0.013 
(28/14213) 

0.010 
(32/13412) 

0.849 
(2648/20199) 

0.004 
(16/12889) 

0.019 
(48/14722) 

V 0.008 
(35/12560) 

0.009 
(20/12405) 

0.013 
(37/12771) 

0.004 
(16/11687) 

0.863 
(3086/19777) 

0.011 
(28/14215) 

VI 0.016 
(51/14230) 

0.017 
(27/14880) 

0.013 
(32/14101) 

0.017 
(51/14047) 

0.022 
(57/14849) 

0.800 
(1463/20238) 
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 Os cromatogramas LC-MS obtidos para cada réplica e para cada DTU (Figuras 13 e 14) 

apresentam alta similaridade. No entanto, o método desenvolvido foi capaz de diferenciar e 

identificar cada um deles. Para excluir a possibilidade de que diferentes fases de crescimento 

pudessem influenciar a atribuição do algoritmo, foram coletadas formas epimastigotas Sylvio X10/1 

(DTU-I) na fase exponencial e estacionária. Independentemente da fase de crescimento, o algoritmo 

foi capaz de atribuí-lo à DTU correta (Tabela 4). Isso demonstra que o método de identificação não 

é afetado pelas fases do parasito. 

 

Tabela 4 - Comparação das correspondências espectrais MS/MS usando diferentes fases de 
crescimento da forma epimastigota de T. cruzi Sylvio X10/1 (DTU-I). 

 

Amostras DTU-I DTU-II DTU-III DTU-IV DTU-V DTU-VI CL14 (DTU-VI) 

A (St1) 0.283 0.032 0.068 0.017 0.075 0.032 0.034 

A (St2) 0.288 0.035 0.067 0.015 0.068 0.029 0.030 

B (Ex1) 0.296 0.036 0.057 0.026 0.104 0.058 0.046 

B (Ex2) 0.301 0.041 0.056 0.027 0.099 0.053 0.051 
Nota - Tabela construída com score do SpectraST das identificações da forma epimastigota de T. cruzi Sylvio X10/1 

(DTU-I). Foi construída outra biblioteca com as seis DTUs e a cepa CL14 da DTU-VI. St1 – Fase estacionária; St2 
– Réplica biológica da fase estacionária; Ex1 – Fase exponencial; Ex2 – Réplica biológica da fase exponencial. 

 
 
 Além disso, o desempenho da abordagem de correspondência espectral Tc-STAMS2 foi 

testado para identificar corretamente os conjuntos de dados MS/MS de: 1) uma cepa de T. cruzi que 

é conhecida por pertencer a DTU-VI (CL14) (35), 2) de uma espécie filogeneticamente relacionada, 

como T. vivax e 3) de espécies com genoma completamente distantes (ex: humano, E. coli e 

camundongo). Para esta análise, foi construída uma nova biblioteca MS/MS utilizando os espectros 

de todas as seis DTUs, incluindo T. cruzi CL14 e T. vivax na forma metacíclica (meta1 e meta2). 

Primeiramente, os espectros MS/MS da cepa T. cruzi CL14 foram comparadas com a biblioteca e o 

score de similaridade correspondente ao CL14 foi de 0.417. Curiosamente, embora os scores de 

similaridade de CL14 com DTU-I e V foram próximas de zero, a semelhança entre CL14 e DTU-VI foi 

comparativamente alta (score = 0.133), indicando que muitos espectros MS/MS de CL14 são 

compartilhados com a DTU-VI (CL Brener), como mostra a Figura 15. 
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Figura 15 – Matrix de validação do método Tc-STAMS2. Foi construída uma biblioteca com o score do SpectraST das seis 

DTUs, cepa CL14 e T. vivax. A abordagem Tc-STAMS2 foi testada contra: 1) a cepa CL14 T. cruzi (DTU-VI), 2) o 
conjunto de dados T. vivax e 3) conjuntos de dados LC-MS/MS de E. coli e tecido humano e camundongo. A 
sensibilidade da abordagem Tc-STAMS2 foi testada para a detecção de cepas intra-DTU, tais como a cepa CL14 
e CL Brener pertencentes a DTU-VI. Além disso, a especificidade da abordagem Tc-STAMS2 foi testada para a 
atribuição de espectros MS/MS derivados de organismos filogeneticamente distantes, como camundongos e 
humanos. Em particular, a biblioteca espectral MS/MS usando sete cepas pertecentes as seis DTUs, tais como, 
Sylvio X10 cl1 (DTU-I), Y (DTU-II), M6241 cl6 (DTU-III), CanIII cl1 (DTU-IV), MN cl2 (DTU-V), CL Brener e CL14 
(DTU-VI) e dados MS/MS de T. vivax (formas epimastigota, metacíclica e sanguínea) foram adicionadas a 
biblioteca espectral. Corridas de LC-MS/MS independentes das diferenstes DTUs, fases de vida de T. vivax, 
tecido de camundongo, tecido humado e E. coli foram comparadas contra a abiblioteca espectral MS/MS 
utilizando o software SpectraST. A discriminação intra-DTU foi conseguida para CL14 e CL Brener e não foi 
feita nenhuma atribuição para as amostras de E. coli, tecido de camundongo e humano. Os espectros MS/MS 
de T. vivax foram atribuídos especificamente a T. vivax sem nenhuma identificação de T. cruzi. 

 

 

 Deve-se notar que os perfis cromatográficos LC-MS da cepa CL14 e CL Brener tem alta 

semelhança, (Figura 16). No entanto, o Tc-STAMS2 foi capaz de diferenciar entre as duas cepas dentro 

da mesma DTU. 
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Figura 16 – Perfil cromatográfico LC-MS dos peptídeos pertencentes às cepas CL Brener e CL14 ambas DTU-VI. Três 
réplicas para cada cepa. 
 
 

Posteriormente, os espectros MS/MS de três diferentes formas de vida do T. vivax, Meta3 – 

forma metacíclica, BSF1 – forma sanguínea e EP1 – forma epimastigota, foram comparadas contra a 

biblioteca espectral. Com base no score de similaridade, o Tc-STAMS2 foi capaz de identificar 

corretamente as amostras de T. vivax (Figura 15). 

 Para testar o método com controle negativo, os espectros MS/MS de espécies não 

relacionadas com o T. cruzi, como tecido humano e E. coli, foram comparados com a biblioteca. Para 

essas amostras, os scores de similaridade foram próximos de zero, indicando que os scores de 

similaridade encontrados entre dois conjuntos de dados MS/MS são específicos e não aleatórios 

(Figura 15). 

Para complementar as análises, foi realizado outro teste no intuito de verificar se mais de 

uma cepa em uma mesma DTU comprometeria a identificação. Para tal, foi construída outra 

biblioteca espectral com cepas adicionais, como mostrado na Tabela 5, com as cepas T. cruzi Sylvio 

X10/4 e T. cruzi G mucurae ambas DTU-I; T. cruzi esmeraldo DTU-II; T. cruzi 3869 e TCC T. cruzi 

(Trypanosomatid culture collection, TCC) DTU-III; T. cruzi jose julio DTU-IV; T. cruzi NR CL3 e T. cruzi 

92:80 CL2 DTU-V; T. cruzi bat CL1.1 como representante do grupo Tc bat (DTU-VII) e outras como T. 

marinkellei, T. dionisii, T. erneyi e T. rangeli AM-80. Como mostra a Tabela 5, a metodologia Tc-

STAMS2 foi capaz de identificar cada uma das cepas mesmo algumas mostrando similaridade. A 

metodologia mostrou-se ser muito sensível, como por exemplo, T. cruzi mucurae e T. cruzi Sylvio 
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X10/4 ambas DTU-I mostraram similaridade (0.636 e 0.119 respectivamente). Em alguns casos as 

similaridades ocorreram com cepas pertencentes a mesma DTU, como as cepas T. cruzi jose julio e 

T. cruzi camIII CL1 (0.443 e 0.233, respectivamente) ambas cepas são da DTU-IV. Em outros casos 

ocorreram similaridade entre diferentes DTUs, como no caso das cepas TCC T. cruzi (DTU-III), T. cruzi 

NR CL3 e T. cruzi 92:80 CL2 (ambas DTU-V) que mostraram scores de similaridade de 0.175, 0.400 e 

0.112, respectivamente. Outro caso foi o das cepas T. cruzi 92:80 CL2 com T. cruzi NR CL3 (ambas 

DTU-V) e T. cruzi CL14 (DTU-VI) que mostraram scores de 0.126, 0.381 e 0.140 respectivamente. As 

similaridades das diferentes DTUs, como as DTUs III e V, e as DTUs V e VI, podem ser explicados pelas 

suas origens, ambas DTUs V e VI tiveram origem provável entre as DTUs II e III (52-55), portanto, as 

similaridades entre essas DTUs podem confirmar as suas origens.  

Também foi avaliado se misturas de DTUs interferem na identificação. Para tal, utilizamos as 

cepas T. cruzi Sylvio X10 CL1 (DTU-I) e T. cruzi Y (DTU-II) na proporção 1:1. Os resultados mostraram 

que houve a identificação da cepa T. cruzi Sylvio X10 CL1 mostrando score de 0.276 contra 0.073 de 

scores para T. cruzi Y (Tabela 5). Na proporção de 1:0.5 não houve mudanças, a identificação 

continuou no T. cruzi Sylvio X10 CL1, porém com um aumento no score (score = 0.349). Quando se 

comparou uma mistura com três cepas diferentes na proporção de 1:1:1, das cepas T. cruzi Sylvio 

X10 CL1 (DTU-I), T. cruzi Y (DTU-II) e T. cruzi M6241 CL1 (DTU-III), os scores foram 0.161, 0.062 e 

0.144, respectivamente. O resultado para T. cruzi bat CL1.1 (Tc bat/DTU-VII) com score de 0.887 não 

mostrou similaridade com nenhuma DTU, fornecendo mais uma indicativa que este grupo é distinto 

dos outros.  

Adicionalmente, foi comparado cepas de outros tripanossomatídeos, como o, T. marinkellei, 

T. dionisii, T. erneyi e T. rangeli AM 80 (Tabela 5). Os resultados mostraram que não houve nenhuma 

similaridade com as DTUs, sendo que os scores obtidos ficaram por volta de 0.8-0.9, notando que 

esses tripanossomatídeos estão bem distantes das DTUs. Todas as ocorrências obtiveram um 

bootstrap de 1. 
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Tabela 5 - Todas as identificações das DTUs e T. cruzi-like. 
 

 
Tabela 5 – Discriminação de cepas das DTUs de T. cruzi e outros tripanossomatídeos baseados em busca de similaridade espectral. Legenda: a - T. cruzi mucurae contem similaridade 

com T. cruzi Sylvio X10/4; b - T. cruzi jose julio contem similaridade com T. cruzi camIII CL1; c - T. cruzi NR CL3 contem similaridade com TCC T. cruzi, T. cruzi 9280 CL2; d - T. 
cruzi 92:80 CL2 contem similaridade com T. cruzi CL14 e T. cruzi NR CL3; e - T. cruzi Sylvio X10 CL1 e T. cruzi Y; f - T. cruzi Sylvio X10 CL1 e T. cruzi Y; g - T. cruzi Sylvio X10 CL1 
com T. cruzi Y e T. cruzi M 6241 CL6. Os espectros de massas MS/MS das cepas adicionais foram adquiridos pela metodologia HCD no Orbitrap Fusion Lumos.

Tc bat 

Cepas Tc Sylvio X10/4 Tc Sylvio X10 CL1 Tc G mucurae Tc Y Tc Esmeraldo Tc 3869 Tc M 6241 CL6 TCC Tc Tc CanIII CL1 Tc jose julio Tc MN CL2 Tc NR CL3 Tc 9280 CL2 Tc CL14 Tc CLBrener Tc bat CL1.1 T marinkellei T dionisii T erneyi T rangeli AM 80

Tc Sylvio X10/4 0.57 0.003 0.065 0 0 0 0.017 0.021 0.012 0.01 0 0.009 0.007 0 0 0.002 0.01 0 0.001 0

Tc Sylvio X10 CL1 0 0.77 0.001 0 0.001 0.014 0 0 0 0 0.022 0 0 0 0.015 0.002 0 0 0.001 0

Tc G mucurae a 0.119 0.003 0.636 0 0 0 0.022 0.015 0.027 0.011 0 0.017 0.014 0 0 0.003 0.014 0 0.001 0.001

Tc Y 0 0.021 0 0.5 0.002 0.056 0 0 0.036 0 0.017 0 0 0 0.035 0.001 0 0 0.001 0

Tc Esmeraldo 0 0.002 0.001 0 0.314 0.001 0 0 0 0 0.002 0 0 0 0.002 0.043 0 0.004 0.005 0.002

Tc 3869 0 0.013 0.001 0 0.001 0.691 0 0 0 0 0.021 0 0 0 0.014 0.001 0 0 0 0

Tc M 6241 CL6 0.019 0 0.025 0 0 0 0.465 0.024 0.013 0.026 0 0.013 0.015 0.029 0 0.001 0.012 0 0 0

TCC Tc 0.072 0 0.009 0 0.002 0.005 0.033 0.743 0.015 0.01 0.001 0.036 0.021 0.054 0.001 0.013 0.017 0 0.001 0.001

Tc CanIII CL1 0.036 0 0.023 0 0 0 0.041 0.019 0.686 0.085 0 0.015 0.025 0.03 0 0.003 0.019 0 0.001 0.001

Tc jose julio b 0.047 0 0.035 0 0 0 0.042 0.04 0.233 0.443 0.001 0.023 0.024 0.04 0 0.007 0.032 0 0.001 0.001

Tc MN CL2 0 0.017 0.001 0 0.001 0.021 0 0 0 0 0.752 0 0.002 0 0.016 0.002 0 0 0 0

Tc NR CL3 c 0.059 0.001 0.016 0 0.001 0 0.019 0.175 0.01 0.014 0.002 0.4 0.112 0.076 0 0.003 0.03 0 0 0

Tc 9280 CL2 d 0.072 0.001 0.021 0 0 0 0.04 0.071 0.032 0.014 0.002 0.126 0.381 0.14 0 0.004 0.026 0 0.001 0

Tc CL14 0 0.023 0.001 0 0.003 0.044 0 0 0 0 0.035 0 0 0 0.103 0.001 0 0.001 0.001 0

Tc CLBrener 0.001 0.033 0.001 0 0.002 0.022 0 0.001 0 0 0.039 0 0 0 0.554 0.003 0 0 0 0

Tc bat CL1.1 0 0.001 0 0 0.014 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.887 0 0.003 0.003 0.001

T marinkellei 0.008 0 0.005 0 0 0.001 0.008 0.005 0.007 0.005 0 0.007 0.005 0.012 0 0.001 0.874 0.002 0.001 0

T dionisii 0 0 0 0 0.001 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.002 0 0.928 0.004 0.002

T erneyi 0 0 0 0 0.002 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.002 0 0.004 0.923 0.002

T rangeli AM 80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.001 0.001 0.936

DTU-I-II(1-1)e 0 0.276 0.001 0.1 0.005 0.027 0 0 0 0 0.039 0 0 0 0.038 0.011 0 0.001 0.001 0.001

DTU-I-II(1-0.5)f 0 0.349 0 0.1 0.002 0.031 0 0 0 0 0.033 0 0 0 0.039 0.01 0 0.001 0.001 0

DTU-I-II-III(1-1-1)g 0 0.161 0.001 0.1 0.004 0.144 0 0 0 0 0.043 0 0 0 0.037 0.008 0 0.001 0.001 0

OutrosDTU-IV DTU-VIDTU-I DTU-II DTU-III DTU-V
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Figura 17 – Teste do Tc-STAMS2 quanto a sua robustez para variações técnicas e experimentais. Inicialmente, foram 

testadas duas comparações interlaboratoriais. Duas DTUs desconhecidas (A e B) foram processadas como 
descrito na Figura 12 e adquiridas utilizando o espectrômetro de massas EasynLC acoplado ao LTQ-Orbitrap 
Velos na facility de espectrometria de massas do CEFAP em São Paulo, Brasil. A biblioteca espectral foi 
construída utilizando a DTU-I (Sylvio X10 cl1) , DTU-II (Y), DTU-III (M6241 cl6), DTU-IV (CanIII cl1), DTU-V (MN 
cl2), DTU-VI (CL Brener) com dados adquiridos no grupo PR em Odense na Dinamarca, usando configurações 
LC-MS/MS semelhantes (EasynLC acoplado ao LTQ-Orbitrap Velos). As amostras A1 e A2 são uma duplicata 
biológica da DTU-III (M6241 cl6). A amostra B é a DTU-I (Sylvio X10 cl1). B/ácido: Os peptídeos derivados da 
amostra B foram purificados utilizando condições ácidas (0,1% de TFA). B/básico: Os peptídeos derivados da 
amostra B foram purificados utilizando condições básicas (0,1% de água com amônia). Além disso, diferentes 
parâmetros analíticos foram alterados a fim de testar a robustez da abordagem Tc-STAMS2, como tipo de 
fragmentação MS/MS, CID (Dissociação induzida por colisão) e HCD (Dissociação induzida por alta energia 
de colisão). High e Low indicam a quantidade de amostra injetada no sistema LC-MS, 1 e 0,5 ug, 
respectivamente. A abordagem foi robusta em relação a diferentes testes analíticos e experimentais. 

 
 
 
 Além disso, também avaliamos a capacidade dessa estratégia em fornecer a identificação 

correta de amostras independentes, que foram coletadas e processadas em dias diferentes ou em 

condições diferentes. Em particular, os diferentes conjuntos de dados foram obtidos em: 1) estudo 

entre laboratórios, 2) diferentes estratégias de preparação de amostras, 3) diferentes gradientes LC 

e 4) diferentes métodos MS de fragmentação. Para avaliar a robustez da plataforma Tc-STAMS2, 

outro lote de DTUs foram processados e adquiridos utilizando as condições cromatográficas e de 

espectrometria de massas semelhantes, conforme descrito na (Figura 12), em uma perspectiva de 

estudo entre laboratórios. Sendo assim, a biblioteca de espectros de massas foi construída com 

dados adquiridos no grupo PR em Odense, Dinamarca e as amostras de variações técnicas e 

esperimentais foram adquiridas na facility de espectrometria de massas do CEFAP em São Paulo. 

Embora o tipo de instrumento e as condições fossem semelhantes, obteve-se um perfil 
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cromatográfico diferente (Figura 18). No entanto, as duplicatas biológicas desconhecidas A1 e A2 da 

DTU-III corresponderam corretamente a DTU-III (score de similaridade = 0.139) (Figura 17). A 

amostra desconhecida B da DTU-I também apresentou maiores scores de similaridade com 

espectros MS/MS da DTU-I da biblioteca (score de similaridade = 0.246). A amostra B foi avaliada em 

diferentes: 1) condições de preparação, tais como, dessalinização ácida e básica dos peptídeos, 2) 

diferentes gradientes cromatográficos, tal como, 20, 70 e 130 minutos, 3) diferentes métodos de 

fragmentação, como CID e HCD com gradiente cromatográfico de 70 minutos e 4) diferentes 

quantidades de amostra injetada na coluna. Mesmo considerando todas essas fontes técnicas de 

variações, os scores de similaridade continuam a corresponder corretamente à DTU-I mostrando a 

robustez do Tc-STAMS2 em diferentes condições experimentais. 

 

 
Figura 18 - Perfil cromatográfico LC-MS dos peptídeos pertencentes à cepa Sylvio X10 cl1 (DTU-I) adquirido no Grupo PR 

em Odense na Dinamarca e na facility de espectrometria de massas do CEFAP na USP, São Paulo, Brasil. 

 

 Adicionalmente, foi utilizada outra plataforma de buscas em biblioteca espectral MS/MS, o 

DiagnoProt, no lugar do SpectraST (194). O DiagnoProt conseguiu diferenciar as diferentes DTUs e 

associar a cepa CL14 com o grupo DTU-VI, conforme mostrado no SpectraST, (Tabela 6). Tendo em 

vista esse resultado, dois softwares de busca em biblioteca espectral diferentes poderiam ser 

implementados no pipeline Tc-STAMS2 e usados para identificar cepas de T. cruzi (Tabela 3 e 6).  
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Tabela 6 - Correspondência espectral entre as diferentes DTUs utilizando o DiagnoProt. Sete cepas 
de T. cruzi (Sylvio X10 cl1, Y, M6241 cl6, CanIII cl1, MN cl2, CL Brener e CL14) pertencentes a seis 
DTUs foram selecionadas para testar o método Tc-STAMS2. O banco de dados foi construído com seis 
linhagens (Sylvio X10 cl1, Y, M6241 cl6, CanIII cl1, MN cl2 e CL Brener) e foi utilizado para comparação 
das diferentes linhagens, incluindo CL14. 
 

DTUs DTU-I DTU-II DTU-III DTU-IV DTU-V DTU-VI 

I 0,174 0,078 0,082 0,089 0,079 0,094 

II 0,092 0,172 0,093 0,105 0,088 0,104 

III 0,081 0,075 0,162 0,079 0,088 0,092 

IV 0,095 0,084 0,082 0,155 0,079 0,089 

V 0,070 0,065 0,077 0,063 0,155 0,095 

VI 0,088 0,084 0,089 0,077 0,100 0,162 

CL14 0,215 0,237 0,246 0,214 0,262 0,360 

 

4.2 Análise de Clustering Utilizando Identificações de Peptídeos e Proteínas 

 As buscas em bancos de dados foram realizadas para avaliar a semelhança entre as DTUs 

usando o resultado das identificações de peptídeos e proteínas. Foram utilizadas três plataformas 

de buscas em bancos de dados (MaxQuant, TPP e Proteome Discoverer™). A partir de quatro réplicas 

de cada DTU foram identificados mais de 7000 peptídeos e 4000 proteínas (Figura 19 e Tabelas 

Suplementares S1, S2, S3 e S4). A DTU-I e DTU-VI obtiveram o maior número de identificações 

devido ao banco de dados de proteínas utilizado para a busca. A cepa Sylvio (DTU-I) e CL Brener 

(DTU-VI) são duas cepas de T. cruzi cujo genoma foi sequenciado e seu proteoma anotado e 

depositado no banco de dados Uniprot. Como esperado, apenas 30% do MS/MS totais foram 

assinados, deixando uma ampla proporção deles não identificados (Tabela Suplementar S4). 
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Figura 19 - A - Identificação dos peptídeos utilizando os softwares MaxQuant, TPP e Proteome DiscovererTM das cepas 

Sylvio X10 cl1 (DTU-I), Y (DTU-II), M6241 cl6 (DTU-III), CanIII cl1 (DTU-IV), MN cl2 (DTU-V), CL Brener (DTU-VI). 
B – Identificação de proteínas utilizando o MaxQuant, TPP and Proteome DiscovererTM das cepas Sylvio X10 
cl1 (DTU-I), Y (DTU-II), M6241 cl6 (DTU-III), CanIII cl1 (DTU-IV), MN cl2 (DTU-V), CL Brener (DTU-VI).      
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 A análise de variância (ANOVA p<0.05 seguido de correção FDR Benjamin-Hochberg) foi 

aplicada para as proteínas transformadas em log2 ou suas intensidades peptídicas previamente 

identificadas usando o MaxQuant. Assim, 1096 proteínas e 6130 peptídeos apresentaram diferença 

significativa na abundância entre as seis DTUs (Tabela Suplementar S5). Os peptídeos e proteínas 

diferencialmente expressos foram submetidos à análise de agrupamento (clustering) e visualizados 

em heat maps, (Figura 20A e B). A cepa CL14 foi agrupada com CL Brener (DTU-VI), indicando alta 

semelhança no perfil de expressão de proteínas e peptídeos. 
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Figura 20 - Heat map das A) Proteínas e B) Peptídeos diferencialmente regulados entre as seis DTUs com q<0,05 foram 
agrupados hierarquicamente com base na distância Euclidiana utilizando o software Perseus. 
 
 

 A análise de componentes principais (PCA) que foi aplicada nas proteínas diferencialmente 

expressas, conseguiu discriminar as seis DTUs mostrando um repertório de proteoma quantitativo 

DTU específico (Figura 21). Como esperado, CL14 e CL Brener, cepas pertencentes a DTU-VI foram 

encontradas próximas umas das outras, confirmando o resultado de agrupamento Euclidiano obtido 

anteriormente. 
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Figura 21 - Analise de componentes principais (PCA) das proteínas reguladas das setes cepas de T. cruzi pertecentes as 

seis DTUs. Dados LC-MS/MS adquiridos de Sylvio X10 cl1 (DTU-I), Y ( DTU-II), M6241 cl6 (DTU-III), CanIII cl1 
(DTU-IV), MN cl2 (DTU-V), CL14 e CL Brener (DTU-VI). Busca realizada contra o banco de dados de T. cruzi do 
UniProt (11 de julho de 2017; 51,738 entradas) utilizando a plataforma do MaxQuant como descrito no passo 
C da Figura 12. As proteínas quantificadas foram analisadas pelo teste ANOVA com correção de Benjamin-
Hochnerg. As 1096 proteínas diferencialmente expressas (qvalue<0,05) foram usadas para construir o PCA. 
DTU I - Vermelho, DTU II - Azul, DTU III - Amarelo, DTU IV - Laranja, DTU V - Preto, CL Brener - Verde e CL14 - 
Cinza. Todas as DTUs foram separadas e duas cepas pertencentes ao DTU-VI (CL Brener e CL14) se agruparam. 

 

 Para verificar a reprodutibilidade dos dados proteômicos, uma análise de correlação (R2) 

entre as réplicas biológicas de cada DTU e entre as diferentes DTUs foi realizada usando as 

intensidades normalizadas em log2. Conforme mostrado na (Figura 22), valores elevados de 

correlação foram observados entre as réplicas (R2 > 0.9). Interessantemente, quando comparamos 

DTUs diferentes (Figura 23), o R2 para 0.6-0.7, mas observou-se uma alta correlação entre CL14 e CL 

Brener (R2 = 0.83), confirmando uma vez mais a semelhança entre essas duas cepas (Figura 23). 
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Figura 22 - Multi Scatter Plot obtido comparando as proteínas quantificadas das quatros réplicas das seis DTUs utilizando 
cada uma das proteínas quantificadas. A - Sylvio X10 cl1 (DTU-I), B - Y (DTU-II), C - M6241 cl6 (DTU-III), D - 
CanIII cl1 (DTU-IV), E - MN cl2 (DTU-V), F - CL Brener (DTU-VI). 
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Figura 23 - Multi Scatter Plot obtido comparando os peptídeos quantificados das seis DTUs. A - Sylvio X10 cl1 (DTU-I), B 

- Y (DTU-II), C - M6241 cl6 (DTU-III), D - CanIII cl1 (DTU-IV), E - MN cl2 (DTU-V), F - CL Brener (DTU-VI). 
 

4.3 Análise de Rede Interação Proteína-Proteína 

Para analisar quais redes de interação proteína-proteína estão reguladas entre as cepas CL14 

e CL Brener que pertencem a DTU-VI, foram utilizadas 306 proteínas estatisticamente significantes 

(Tabela Suplementar S6) (ANOVA p<0.05 seguido de correção FDR Benjamin-Hochberg). Utilizando 

o software String (199), os processos mais enriquecidos foram proteínas envolvidas com os 

ribossomos e tradução, biossíntese de aminoácidos, metabolismo de tRNA, processos redox, 

metabolismo de ácidos graxos, glicólise, quinases e fosfatases, como mostrado na Figura 24. 
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Figura 24 - Rede de interações proteína-proteína utilizando 306 proteínas construída utilizando o software String. 

Foram comparadas as cepas CL14 e CL Brener que pertencem a DTU-VI. Os processos mais enriquecidos 
são: proteínas envolvidas com os ribossomos e tradução, biossíntese de aminoácidos, metabolismo de 
tRNA, processos redox, metabolismo de ácidos graxos, glicólise, quinases e fosfatases. 
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5 DISCUSSÃO 

 Muitos estudos empregaram metodologias baseadas em espectrometria de massas para 

identificar organismos, como bactérias (119). Önder et al. foi o pioneiro no uso de bibliotecas 

espectrais MS/MS para identificar com precisão de qual animal o carrapato Ixodes scapularis se 

alimentou, mesmo que a alimentação tenha ocorrido meses antes (173). Outras estratégias 

combinaram a informação genética em conjunto com a identificação de peptídeos baseado em 

espectrometria de massas para a correta identificação de microorganismos (201-203). Mais 

recentemente, Shao et. al. (174) demonstrou que é possível identificar cepas de E. coli só com o 

espectro de fragmentação MS/MS sem a necessidade de identificação dos peptídeos (174). 

 No presente estudo, descrevemos uma metodologia de correspondência espectral MS/MS, 

independente de genoma, rápido, preciso e projetada para identificar diferentes DTUs de T. cruzi, 

denominada de Tc-STAMS2. Em primeiro lugar, foi construída uma biblioteca espectral de peptídeos 

MS/MS usando três réplicas de cada uma das seis DTUs. A quarta réplica foi utilizada para testar a 

capacidade do método para diferenciar cada DTUs usando a biblioteca de referência. Conforme 

mostrado na Tabela 3, 4 e Figura 21 essa abordagem foi capaz de diferenciar DTUs usando o software 

SpectraST. Foi realizada uma atribuição única para a DTU correta. O método foi testado usando um 

conjunto de dados de espectros de peptídeos MS/MS obtido a partir de diferentes condições de 

crescimento de T. cruzi. 

 O próximo passo foi testar a biblioteca espectral MS/MS em relação a organismos 

filogenéticamente relacionados, como T. vivax e organismos distantes como E. coli  e homo sapiens 

(Figura 15). Para tal teste, foi construído outro banco de dados com os mesmos espectros MS/MS 

das DTUs e da cepa CL14 e T. vivax. Claro que, mesmo com milhares de espectros de fragmentação, 

os scores obtidos ao comparar amostras de organismos como o humano ou E. coli com a biblioteca 

foram próximos de zero, demonstrando a especificidade do método na identificação de amostras da 

espécie/cepa cujo espectro MS/MS está presente na biblioteca. 

Também mostramos que o método de correspondência espectral é robusto, mesmo com 

fontes de variações inter e intra-laboratoriais usando o mesmo ou diferentes espectrômetros de 

massas. Além do mais, mesmo com dados obtidos de  diferentes laboratórios, mudança na 

preparação da amostra, na cromatografia e no método de fragmentação, ainda foi possível 

identificar corretamente amostras de DTU-III e DTU-I, como mostrado na Figura 17.  
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E para complementar as análises anteriores, foi realizada uma segunda comparação, com 

mais representantes de cada DTU e também com outros tripanossomatídeos. Como foi mostrado na 

Tabela 5, a metodologia Tc-STAMS2 foi capaz de distinguir cada DTU como também verificar 

similaridade entre cepas da mesma DTU e entre DTUs. Em relação a similaridade entre DTUs, como 

no caso das DTUs III, V e VI podem estar relacionadas a sua origem. Essas DTUs são resultado de 

hibridização entre as DTUs II e III (36, 52-55), portanto esse resultado pode ser utilizado como mais 

uma prova para confirmar sua origem de hibridização. Também verificamos se a metodologia era 

capaz de distinguir co-infecção. No primeiro momento foi simulado uma co-infecção em um 

microtúbulo, isto é, misturamos duas DTUs, a DTU-I (Sylvio X10 cl1) e DTU-II (Y), na proporção 1:1. 

O resultado foi positivo para DTU-I (Tabela 5). Depois queriámos verificar se a mistura entre DTU-I e 

DTU-II com proporções de 1:0.5 poderiam influenciar na identificação. Como mostra a Tabela 5, 

houve identificação somente da DTU-I. E por fim, verificamos se com três DTUs com proporções de 

1:1:1 a metodologia Tc-STAMS2 teria capacidade de identificar cada uma delas. Para tal, utilizamos 

as cepas Sylvio X10 cl1 (DTU-I), Y (DTU-II) e M6241 cl6 (DTU-III). Foi identificado a DTU-I e DTU-III 

não identificando a DTU-II. A metodologia mostrou-se ser incapaz na identificação de co-infecção, 

tendo tendência de identificar apenas uma DTU (Tabela 5). O que pode ter influenciado os 

resultados podem ter relação com a preparação das amostras, como fatores 1) manuais, na hora de 

misturar as DTUs podem ter ido mais células de uma DTU do que de outra, 2) se tivéssemos 

misturado peptídeos ao invés de células poderia ter sido mais uniforme a quantidade de cada DTU 

ou 3) na hora da pipetagem pode ter ocorrido algum erro e ter ido uma maior quantidade de uma 

certa DTU do que outra. 

 Adicionalmente, comparamos outros tripanossomatídeos, como o T. cruzi bat CL1.1, T. 

marinkellei, T. dionisii, T. erneyi e T. rangeli AM 80, como mostra a Tabela 5, os resultados foram 

específicos para cada tripanossomatídeo, indicando que mesmo sendo morfologicamente 

indistinguíveis, esses tripanossomatídeos apresentam proteínas diferentes resultando em 

marcadores moleculares distintos, características bioquímicas, imunológicas e fenotípicas que os 

caracterizam como T. cruzi-like (204-212).  

 Curiosamente, nós observamos que o score de similaridade é dependente do número de 

espectros MS/MS adquiridos. Quanto maior o tempo de gradiente utilizado, maior a separação de 

peptídeos antes da análise de MS e maior o número de espectros adquiridos, resultando em maiores 
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scores para a mesma amostra em comparação com a biblioteca. O uso de diferentes métodos de 

fragmentação também mostrou que (CID) fornece pontuações maiores que HCD em 70 min de 

tempo de gradiente. Embora o HCD forneça alta resolução de espectros MS/MS, CID fornece uma 

sequenciamento MS/MS mais rápido, gerando assim mais espectros que podem ser combinados 

com a biblioteca.i 

 Os métodos atuais utilizados para identificar DTUs são difíceis de implementar exigindo 

pessoal muito bem treinado (59, 61). Outros métodos requerem o conhecimento do genoma para 

identificar as DTUs e muitos dos métodos não podem diferenciar cepas com genoma similar. Nossa 

plataforma é projetada para complementar as metodologias já desenvolvidas e para auxiliar nas 

identificações das DTUs ou qualquer outro parasita. Esta plataforma é fácil de implementar, rápida 

e requer apenas o espectro MS/MS para identificação. 

 Além disso, os espectros de fragmentação também foram submetidos à análise de busca em 

banco de dados para identificação do peptídeos e proteínas usando os softwares MaxQuant, Trans-

Proteomic Pipeline (TPP) e Proteome Discoverer. Em geral, o número de identificações de proteínas 

e peptídeos foi reprodutível e consistente entre diferentes softwares de busca de banco de dados. 

O maior número de proteínas e peptídeos foi observado para DTU-I e VI. Embora o número de 

proteínas anotadas no banco de dados UniProt seja maior para DTUs I e VI, o número de proteínas 

identificadas para DTUs V, III e IV não foi significativamente menor. Devido a isso, uma abordagem 

proteômica baseada em espectrometria de massas pode ser usada para comparar 

quantitativamente a expressão protéica de diferentes DTUs, mesmo com diferenças na anotação do 

genoma entre elas, e usar essas informações para identificar vias específicas das DTUs e 

correlaciona-las com o fenótipo da cepa. 

 Além do mais, foi possível agrupar a DTU-VI e CL14 usando as proteínas diferencialmente 

expressas ou os peptídeos obtidos pelo teste de ANOVA (Figuras 20 e 21). Este resultado valida o 

dado que o CL14 pertence a DTU-VI (35), e também validou os resultados obtidos com a 

correspondência espectral, onde o score de similaridade entre CL14 e DTU-VI foi maior em 

comparação com as outras DTUs. Além disso, a análise de PCA também foi capaz de discriminar as 

seis DTUs e determinar a semelhança entre a CL14 e DTU-VI, como observado pela proximidade 

entre esses dois grupos. 
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 A análise de clustering utilizando a identificação das proteínas em diferentes DTUs também 

foi realizada por Telleria et, al. (179), no entanto, apenas 261 (experimento 1) e 172 (experimento 2) 

dos spot dos géis 2-DE foram considerados para esta análise. Em nosso estudo, a análise de clustering 

foi realizada usando 1096 proteínas diferencialmente expressas entre DTUs, aumentando o número 

de características para construir um agrupamento robusto do T. cruzi (Figura 20). 

 Os resultados quantitativos foram utilizados para estudar as diferenças de sinalização 

molecular entre as várias cepas. Em nossa análise de interação proteína-proteína, escolhemos as 

cepas CL14 e CL Brener que pertencem a DTU-VI. A cepa CL Brener é uma cepa de referência que 

teve sua origem de isolado de Triatoma infestans (213) tem preferencialmente tropismo para células 

musculares do coração e esquelética (214). Já a cepa CL14 é uma cepa de baixa virulência (215) 

comparado com sua cepa de origem  (cepa CL) (216). Essas cepa estão na mesma DTU (DTU-VI), 

porém com características bem diferentes. Na análise de interação proteína-proteína entre as cepas 

(Figura 24), foram identificados processos específicos, alguns deles relacionados com a virulência, 

por exemplo, as proteínas envolvidas nos processos de resistência ao estresse oxidativo como a 

Tripanotiona redutase (Trypanothione reductase TR, processos redox Figura 24) (217) estão up-

regulada em CL Brener em relação ao CL14. redução da tripanotiona disulfeto (T[S]2) em 

tripanotiona ditiol (T[SH]2), desencadeando, assim, uma cascata de eventos responsáveis pela 

neutralização de espécies reativas de oxigênio. Desta forma, a TR mantém um ambiente redutor no 

interior do parasito, protegendo-o contra o estresse oxidativo. A TR é uma molécula antioxidante 

muito importante em tripanossomatídeos e foi proposta como alvo terapêutico (217). O nível de 

tripationa redutase foi identificado aumentado durante a diferenciação da forma epimastigota para 

tripomastigota metacíclico, sugerindo uma correlação com o processo de virulência. As cepas (por 

exemplo CL Brener) mais virulentas mostraram uma up-regulação dessa proteína (218, 219). 

Entre as proteínas reguladas encontramos as calpainas, proteinases cálcio dependentes 

envolvidas em vários processos como apoptose, transdução de sinais e remodelamento do 

citoesqueleto (220). As nossas análises revelaram que a calpaina está relacionada com a proliferação 

do parasito e a resistência a fármacos (221). Adicionalmente, encontramos diferentemente regulada 

a enzima bifunctional diidrofolato redutase-timidase sintase (DHFR-TS), responsável pela replicação 

celular. A perda dessa enzima resulta em parasitos atenuados, como mostrado por Perez Brandan C, 

et al., (222). Todos esses processos estão up-regulados em CL Brener (Tabela Suplementar S6). Essa 
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metodologia demonstrou a capacidade de identificar fatores de virulência, e estudos com um 

número maior de cepas poderiam identificar novos alvos de virulência. 

A estratégia Tc-STAMS2 é robusta, precisa, rápida, fácil de realizar e completamente 

automatizada. Trabalhos de Dworzanski, J. P. (203) e Shao W. et al., (174) usaram uma metodologia 

similar para a identificação de bactérias, no entanto, esta é a primeira vez que a combinação 

espectral é aplicada para discriminar diferentes DTUs de T. cruzi. 

Recentemente, foi desenvolvido em nosso laboratório uma estratégia baseada em MALDI-

TOF para a identificação direta de tripanossomatídeos com base no perfil MS, denominado de 

Identificação Direta de Tripanossomatídeos por Ionização por Dissorção a Laser Assistida por Matriz 

por Tempo de Vôo (DIT-MALDI TOF) (223). No entanto, esse método não tem resolução para 

discriminar DTUs usando o perfil MS. Diferentemente do Tc-STAMS2 que é capaz de discriminar cepas 

de uma mesma DTUs e de DTUs diferentes (Tabelas 3 e 5).  
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6 CONCLUSÃO 

Neste estudo, apresentamos uma caracterização de DTUs de T. cruzi com base na 

correspondência espectral MS/MS. O método Tc-STAMS2 é robusto, sensível e poderoso com base 

na identificação pelo espectro MS/MS mostrando ser um método de caracterização para 

complementar outros já estabelecidos. O método proposto pode ajudar pesquisadores na 

caracterização das DTUs sem a necessidade de dados genômicos, o que é muito escasso para esse 

parasito. 
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Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is a neglected tropical disease caused by the 

Trypanosoma cruzi parasite. In order to develop diagnostic and therapeutic solutions, there has been an intense 

investigation on the parasite biology using omics technologies such as genomics, transcriptomics lipidomics and 

proteomics. In particular, large scale mass spectrometry-based proteomics studies have allowed the identification 

and quantification of proteins and selected PTMs in different biological con- ditions. In this study, we investigated 

the unassigned MS/MS spectra commonly observed in large scale bottom up proteomics experiments looking at the 

T. cruzi (Sylvio X10/1) proteome. A deep proteomics data analysis using proteogenomic and unrestrictive PTMs 

search approaches allowed us to annotate 30% more MS/MS spectra and identify novel DNA coding regions and 

uncharacterized PTMs in Trypanoso- matids, such as protein arginylation. Overall, this study shows: (1) the 

importance of assigning protein modifications, analytical artefacts and PTMs, in large-scale mass spectrometry-

based proteomics data to deeply profile the trypanosomatids proteome. (2) The need of a better characterization of 

the influence of sample preparation steps on the identification of proteins and protein modifications. (3) The 

identification of novel DNA coding regions in T. cruzi. (4) The discovery of protein arginylation in trypanosomatids. 

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved. 
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Introduction 
 

Chagas Disease affects millions of 

people around the world, mainly in Latin 

America. The etiological agent is the 

trypanoso- matid flagellate parasite 

Trypanosoma cruzi which is transmitted 

by the triatomine insect vector. 

Transmission can also occur through 

blood transfusion, organ transplantation 

and congenital [1,2] which makes this 

disease a public health problem worldwide. 

Trypanosoma cruzi infection is 

characterized by two phases, an acute 

phase which can be asymptomatic, and a 

chronic phase that affects 60–70% of 

patients, which is characterized by cardiac 

and digestive injuries. Currently, no 

vaccine is available on the market and 

treatment of Chagas’ disease is prevalently 

based on two drugs, benznidazole and 

nifurtimox both with side effects [3]. 

 

 

∗ Corresponding author at: GlycoProteomics Laboratory, Department of 

Parasitol- ogy, ICB, University of São Paulo, Rua Avenida Lineu Prestes 1374, 

São Paulo, SP 05508-900, Brazil. 

E-mail address: palmisano.gp@usp.br (G. Palmisano). 

T. cruzi strains are divided 

phylogenetically into six discrete typ- ing 

units (DTUs) [4] named TcI-TcVI. Recently, 

a new strain infecting bats was characterized 

and named TcBat [5,6]. The genetic differ- 

ences between DTUs are reflected on the 

geographical distribution, clinical effects 

and drug resistance [7,8]. TcI is found in 

northern Brazil and central South America 

and it is prevalent in the sylvatic cycle. The 

most characteristic manifestations of 

Chagas disease caused by TcI are acute and 

cardiac Chagas’ disease, with rare cases of 

“mega” syndromes [9–11]. 

The first T. cruzi genome sequenced was 

the hybrid strain CL Brener (belonging to 

TcVI) in 2005, showing that the genome 

size is 89 Mb, containing 23.696 genes, 

that encode for 19.607 pro- teins [12]. The 

first assembly of the strain Sylvio X10/1 

genome was performed in 2011 [13]. 

Currently, the genome of Sylvio X10/1 v2 

contains 38 Mb and 41 chromosomes, 

corresponding to 10.861 genes of which 

10.847 are protein-coding and 47 are 

genomic DNA. Furthermore, other strains 

were also sequenced, like Esmeraldo 

(genBank assembly accession: GCA 

000327425.1), JR cl. 4 (genBank assembly 

accession: GCA 000331405.1), Tula cl2 

(genBank assem- bly accession GCA 

000365225.1), Marinkellei [14] and 

DM28c [15] 
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Fig. 1. Proteins were extracted from lysates of Sylvio X10/1 grown invitro, digested with trypsin and these were subjected to analysis by nLC–MS/MS in different 

concentrations of ACN (5%, 10%, 20%, 25%, 70%) in acid and basic pH. The five biological samples (×5) were subjected to LC–MS/MS with each duplicates (×2), and in 

single run of 20, 70 and 130 min, respectively. 
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and others species, such as Trypanosoma 
brucei gambiense [16] and Leishmania 
major [17]. Beside a large effort to 

sequence genome of parasites causing 

neglected tropical diseases, the majority 

are still fragmented and poorly annotated. 

Gene annotation can be improved with 

proteomics data, since the it could provide 

information about splice variant, open 

read frame identification (ORFs) and 

patterns of gene expression at the level of 

protein [18–20]. In addition, proteomics 

could pro- vide information about post-

translational modifications (PTMs). 

Proteogenomic search mass spectra 

against genome database translated in six-

frame, potentially increasing the 

information of protein-coding genes [21]. 

Additionally, proteogenomic has the 

ability to identify new peptides/proteins 

from genome regions that primarily were 

not predicted to be translated, i.e., peptides 

in inter- genic and intragenic regions, and 

the identification of alternative translation 

start site [22,23]. 

Proteogenomic improved annotation 

confirming the ORFs expression in 

various organisms, for example, in 

eukaryotes 224 hypothetical protein found 

in humans [24] and confirmed new 

transcripts in Drosophila melanogaster 
[25]. In addition, proteoge- nomic was also 

applied to map the products of ORFs in 

Mycoplasma pneumoneae [18] and 

Shewanella oneidensis [26]. 

Since the first large scale proteomic 

analysis of T. cruzi [27], several mass 

spectrometry-based proteomics studies 

have been 
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Fig. 2. Deep MS data analysis. First step, Sylvio X10/1 MS/MS spectra were used to perform a database search in MaxQuant with specific trypsin and semi-specific, 

and in the Proteome Discoverer with specific trypsin, both with the UniProt database. Second step, the unassigned MS/MS spectra were extracted and filtered file was 

created with only the unassigned MS/MS spectra. These spectra were used to perform another search in Proteome Discoverer, but with the Sylvio X10/1 six-frame 

translated database. The peptides identified in the second step were searched using BLASTp algorithm against the six-frame translated database. Third step, the peptides 

identified in BLASTp were manually validated using several criteria described in the material and methods section and the gene annotation was performed. Fourth step, 

the unassigned spectra from step 2 were searched using the Byonic and Novor software. Finally, all peptides and proteins identified in each step were assembled. 
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− 

performed using different model strains 

and stages of develop- ment of the parasite 

[28–36]. These studies demonstrated the 

importance of proteomics to understand 

the metabolic and cell sig- nalling rewiring 

upon biotic and abiotic stress. These 

studies have helped to prioritize molecular 

targets for the development of ther- apeutic 

drugs. Moreover, several T. cruzi PTMs 

have been mapped [35,37–40] using well-

established enrichment methods [41,42]. 

However, there are several PTMs that are 

usually undetected due to the lack of 

specific enrichment methods and 

dedicated data anal- yses workflows. The 

development of unbiased PTMs 

assignment has been targeted using mass 

tags [43], error tolerant search [44], de 
novo sequencing [45] or a combination of 

them [46]. Recently, it was reported a 

novel method based on database search 

with a large precursor ion mass window 

[47]. 

In this study, we analysed the proteome 

of T. cruzi Sylvio X10/1 strain in the 

epimastigote stage. A bottom-up 

proteomic work- flow was applied using 

high-resolution mass spectrometry-based 

analyses for peptide sequencing. An 

innovative and deep data analysis 

workflow using a proteogenomic approach 

of unmatched mass spectra allowed us to 

identify five novel DNA coding regions 

and one N-terminal gene extension. 

Unrestrictive search signif- icantly 

improved the number of matched MS/MS 

spectra (with a total number of 64,320 

high confidence matched MS/MS spec- 

tra, of which 20,520 were matched with 

unrestricted modification 

from 200 to +400 m/z) and allowed us to 

map novel protein modifications previously 

unknown in Trypanosoma cruzi such as 

protein arginylation with site-specific 

peptide mapping. The poten- tial T. cruzi 
aminoacyltransferase that could be involved 

in protein arginylation was identified by 

sequence similarity with the ATE- like 

aminoacyl-tRNA-protein transferase 

described in Plasmodium Falciparum. 

Moreover, chemical and enzymatic artefacts 

due to sample preparation were identified 

and discussed. 

Overall, this study shows: (1) the 

importance of assigning pro- tein 

modifications, and analytical artefacts in 

large-scale mass spectrometry-based 

proteomics data (2) The need of better 

eluci- date the influence of sample 

preparation steps on the identification of 

proteins and protein modifications. (3) The 

identification of novel DNA coding 

regions in T. cruzi. (4) The discovery of 

protein arginy- lation in trypanosomatids. 

 

 

Material and methods 
 

1.1. Trypanosoma cruzi cell culture 

 

Epimastigotes form of the T. cruzi Sylvio 
X10/1 were grown in Liver Infusion 
Tryptose (LIT) supplemented with 10% 
fetal bovine serum at pH 7.2 at 28 ◦C as 
described before [48]. 
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× 

1.2. Protein extraction and digestion 

 

Epimastigote forms (1 10e7) were 

washed three times in phosphate buffered 

saline (PBS), pH 7.2 (8000 g for 10 min at 

room temperature), re-suspended in 200 

µL of lysis buffer (7 M urea,  2 M thiourea, 

1 mM DTT, 50 mM Ammonium 

bicarbonate and pro- tease inhibitors 

(Merck)) and incubated under stirring for 

30 min to solubilize the proteins. Proteins 

were quantified using Qubit flu- orometric 

detection (Thermo Fisher). 

Proteins were reduced with 10 mM DTT 
(DL-Dithiothreitol – SIGMA) at 30 ◦C for 
45 min, alkylated with 40 mM 
iodoacetamide (GE-Healthcare) for 30 min 
in the dark and diluted 10 times before 

being digested with trypsin (proteomics 
grade Promega) in the ratio 1:50 (µg 

trypsin/µg protein) in 50 mM ammonium 

bicar- bonate solution ammonium at 37 ◦C 
for 16 h. The reaction was 

stopped with 1% formic acid (pH less than 

3) and then the sample was desalted with 

C18 microcolumns using Poros Oligo R3 

resin (Applied Biosystem). Peptide 

fractionation was performed at high pH 

using ammonia water and low pH using TFA, 

as described below. 

 

1.3. Peptide fractionation 

 

Peptide fractionation was performed 

using OligoR3 reversed- phase resin 

(Applied Biosystems) packed in a p200 

pipette tip blocked with a C18 disk 

(Millipore). Peptides were eluted in a 

stepwise gradient of increasing 

acetonitrile concentrations. High pH 

fractionation was done using 0.1% 

ammonia (pH = 10) through the gradient 

described below while low pH 

fractionation was per- formed using 0.1% 

TFA (pH = 3) through the gradient described 

below. A stepwise fractionation was 

implemented using different concentrations 

of acetonitrile (5, 10, 20, 25, 70%). 

 

1.4. Mass spectrometry analysis 

 

Peptides were loaded onto a pre-column 

(Reprosil-Pur C18-AQ (5 µ; Dr. Maisch 

GmbH)) using an EASY nanoLC system. The 

pep- tides were eluted onto an analytical 

column (20 cm Reprosil-Pur C18-AQ (3 µ; Dr. 

Maisch GmbH)) using the Easy-nLC HPLC. 

The HPLC gradient was 0–34% B solvent (A = 

0.1% formic acid; B = 90% ACN, 0.1% formic 

acid) at a flow of 250 nL/ min. Single run 

analy- ses were performed using 20, 70 and 120 

min gradient while high pH peptide fractions 

were separated using a 70 min gradient. The 

mass spectrometer analysis was performed 

using the LTQ-Orbitrap Velos (Thermo 

Scientific). A MS scan of the mass area 400–

1500 m/z at a resolution of 30,000 at 400 m/z 
for an AGC target of 1e6 ions was performed. 

For subsequent MS/MS analysis CID was 

performed on the 20 most intense ions from the 

MS analysis. The parame-  ters for data 

acquisition were: activation time = 15 ms, 

normalized energy = 35, Q-activation = 0:25, 

exclusion = available with repeat count 1, 

exclusion duration = 30 s and intensity 

threshold = 30.000, AGC target ions = 2e4. 

Five biological replicates were acquired in a 

single run while biological duplicates were 

fractionated as reported in Fig. 1. 

 

1.5. Data analysis 

 

Deep data analysis was performed according 

to Fig. 2. The data analysis workflow was 

divided in 4 steps: (1) raw data searched 

against the UniprotDB database; (2) 

unassigned spectra searched against the six-

frame translated T. cruzi Sylvio X10/1 genome; 
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(3) matched spectra from step 2 were 

manually validated and matched in the 

ORF regions; (4) unassigned spectra from 

step 1 were searched using de novo 
sequencing and unrestrictive search. 

These steps were performed sequentially 

in order to improve pep- tide IDs and to. 

2.5.1. Database search against UniprotDB 

Raw data were analyzed using two 

software, Proteome Dis- coverer v2.1 

(Thermo Scientific) and MaxQuant [49]. 

Proteome Discoverer searched were 

performed using SequestHT and Amanda 

[50,51] database search engines while 

MaxQuant uses the embed- ded 

Andromeda search engine [52]. The 

database used in the first step was the T. 
cruzi Uniprot protein Database (July 2016; 

54,387 entries) with the addition of 

common contaminants. The following 

parameters were used: precursor mass 

tolerance of 20 ppm; mass tolerance 

MS/MS 0.5 Da. Trypsin was selected as 

enzyme cleavage and carbamidomethyl 

cysteine as fixed modification. The vari- 

ables modifications were methionine 

oxidation, protein N-terminal acetylation 

and asparagine and glutamine 

deamidation. Shared peptide sequences 

were grouped as grouped accessions 

proteins. Proteome Discoverer False 

Discovery Rates (FDR) at peptide spec- 

trum matching (PSMs) level was 

calculated using the Percolator algorithm 

with q value equal or less than 0.01. 

Protein FDR was also kept at less than 1%. 

Database search was also performed 

using MaxQuant soft- ware v1.5.3.30 [53] 

using Uniprot database of T. cruzi proteins 

database release (July 2016; 54,387 

entries) with the addition of common 

contaminants. A mass tolerance of 4.5 

ppm for MS and 

0.5 Da for MS/MS. Enzyme specificity was 

set to trypsin with a maximum of two missed 

cleavages. Carbamidomethylation of cys- 

teine (57.02 Da) as fixed modification, and 

oxidation of methionine (15.99 Da), 

deamidation NQ (+0.984 Da) and protein N-

terminal acetylation (42.01 Da) were 

selected as variable modifications. 

Identifications with less than 1% FDR at 
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PSMs and protein level were accepted for 

further analyses. The iBAQ parameter 

was used as a surrogate of protein 

expression [54]. 

In order to identify processed 

proteins, a database search was 

performed using the same parameters 

and semi-trypsin as enzyme to account 

for semi-tryptic peptides. This database 

search was defined “closed”. 

Spectra that did not produce any PSM 

were separated in an mgf data file for 

further analyses. 

 

2.5.2. Database search using six-frame translated genome 

The unmatched spectra from step 1 

were searches against a database 

consisting of the genomic sequences of 

T. cruzi Sylvio X10/1 [12] after 6-frame 

translation by version 6.6.0 of 

EMBOSS’ transeq [55] of the complete 

contig sequences into the correspond- 

ing peptide sequences; each contig’s 

translation was then split based on stop 

signals and only peptides longer than 

20 residues were kept for subsequence 

analyses. 

Proteome Discoverer software with 

SequesHT and Amanda database search 

algorithm was used to perform database 

search    as reported in step 1. 

 

2.5.3. Manual validation and genome annotation 

Peptide spectrum matches that passed 

step 2 were manually validated. The 

criteria for MS/MS spectra filtering were 

the follows: 

(a) the MS scan should have less than 10% “signal 

contamination”; 

(b) all the most abundant ions should be assigned. (c) three 

con- secutive y and b ions should be assigned and (d) neutral 

losses are not considered when are the only ions used to 

build the peptide sequence. Peptides that passed manual 

validation were mapped into the T. cruzi Sylvio X10/1 

genome using the BLAST algorithm as described below. All 

BLAST searches had low complexity filter and 

composition-based statistics options turned off to assure that the 

whole sequences would match their targets and results were 

manually analyzed to eliminate false positive matches. 

Peptide sequences identified in the 

database searches against the 6-frame 

translated T. cruzi  Sylvio X10/1 genome and 

filtered  by manual validation were analyzed, 

together with available anno- tation data for 

this genome, with TBLASTN [56] 

(demanding 100% 
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sequence identity and 100% query length 

coverage) and bedtools 

[57] in order to identify any peptides that 

partially overlap an already known gene. 

Also, given the fragmentary nature of the 

T. cruzi Sylvio X10/1 genomic sequences 

used, contigs where the pep- tides mapped 

were searched against NCBI’s NR protein 

database using BLASTX, for the 

identification of peptides matching genes 

that have not been predicted in this 

genome due to sequence incom- pleteness. 

The open reading frames in T. cruzi Sylvio 

X10/1 correspond- ing to each of the final 

“intergenic” peptides were identified and 

searched by BLASTP against NR to identify 

any previously predicted trypanosomatid 

proteins. Next, these same ORFs were 

searched by TBLASTX against all genomic 

sequences available for trypanoso- matids 

(as well as Bodo  saltans  and Parabodo  
caudatus), in order  to find any possible 

gene candidates for further analyses. 

Regions matching the ORFs (plus 2000 

bases on either side of the match) were then 

isolated with the aid of custom Perl scripts 

and EMBOSS’ extractseq, translated as 

above, and analyzed by EMBOSS’ getorf 

ORF prediction and BLASTP searches to 

identify the genomic frag- ments 

corresponding to the peptides of interest. 

All sequences putatively corresponding to 

each novel T. cruzi Sylvio X10/1 gene were 

aligned using Muscle v. 3.8.31 [58] and 

manually examined and edited in Seaview v. 

4.5.4 [59] to remove badly aligned and 

incomplete sequences. The putative 

translation start of each novel gene was 

determined by manual analysis of con- 

servation along the corresponding translated 

sequence alignments. 

 

2.5.4. Unrestricted PTMs search analysis 

Unknown or unexpected modifications 

were determined by searching the non-

identified filtered spectra (.mgf) against the 

Uniprot Trypanosoma cruzi fasta database 

as in step  1  using  Byonic software v.2.6.46 

(http://www.proteinmetrics.com/ Protein 

Metrics Inc.). Searches were performed with 

the following fixed modifications: precursor 

mass tolerance of 10 ppm, product ion mass 

tolerance of 0.5 Da, carbamidomethylation 

Cys, and fully trypsin specific cleavage with 

a maximum of two missed cleav- ages. 

Searches were also conducted with oxidation 

of methionine (15.994 Da) as variable 

modification. Initial searches allowed a wild 

card modification (any mass delta from 200 

to +200 Da on any one amino acid residues). 

Subsequently, a Byonic search was 

performed using a wild card modification 

from +200 to +400 delta mass. 

High confident PSMs were selected based 

on the 2D FDR system developed in the 

Byonic software [60]. Specific protein 

modifica- tions were further characterized 

considering delta mass shift with less than 

10 ppm accuracy and MS/MS fragmentation 

spectral qual- ity as reported in step 3. This 

database search is defined as “open”. 

 

2.6. Bioinformatics analysis 

 

The five newly annotated coding DNA 

sequences were further investigated for 

possible conserved domains that could 

elucidate their function. The Conserved 

Domain Database [61] (CDD) and Motif 

Scan [62] was used to perform the searches. 

Moreover, the presence of signal peptides 

was evaluated using SignalP v4.1 Server 

[63], which consists in predicting the 

presence and location of sig- nal peptide 

cleavage sites in amino acid sequences 

from different organisms. Proteins that 

contained a signal peptide according to 

http://www.proteinmetrics.com/
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SignalP prediction were further evaluated 

using SecretomeP [64]. 

Prediction of possible PTMs was 

conducted using the software- based family 

Group Prediction System (GPS). For 

phosphorylation we used Group-based 

Phosphorylation Scoring v3.0 (GPS)  [65]; 

For acetylation  was  used  Prediction  of  

Acetylation  on  Inter-  nal  Lysines  [66]  

(PAIL);  GPS-Small  Ubiquitin-like  

Modifier  v1.0 

[67] (GPS-SUMO) for Sumoylation; 

GPS-Pupylation [68] (GPS- PUP) for 

pupylation; Tyrosine Sulfation Protein [69] 

(GPS-TSP) for tyrosine sulfation; GPS-

SNO [70] for S-nitrosylation. For lipid 

modifications was used GPS-Lipid [71]. In 

addition, was used the softwares available in 

the Center for  Biological  Sequence analy- 

sis (CBS), such as (NetNGlyc 1.0 Server) 

(http://www.cbs.dtu.dk/ services/NetNGlyc/) 

for N-glycosylation; NetOGlyc 4.0 [72] 

Server for O-glycosylation 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/); 

YinOYang 1.2 [72] for O-GlcNAc 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

YinOYang/). It should be noted that the 

entire ORF was imputed for bioinformatics 

prediction. 

 

2.7. Phylogenetic analysis of the putative arginyltransferase 

 

The Plasmodium falciparum ATE-like 

aminoacyl-tRNA-protein transferase 

(ATEL1) protein sequence (accession 

number Q195H6) was used as a query to 

identify putative candidates for this func- 

tion in kinetoplastids and other organisms. 

Identification was performed by BLASTP 

search (E-value threshold of 1E-3) against 

the complete NCBI non-redundant database. 

All matches were extracted and aligned with 

Muscle v.3.8.31, and alignments were 

manually examined with Seaview v.4.5.4 in 

order to identify and remove badly aligned 

sequences. The remaining sequences were 

analyzed by RAxML v.8.2.9 [73] in order to 

infer the maximum likelihood phylogeny. 

The substitution model was chosen automat- 

ically by the program, using gamma-

distributed rate heterogeneity rates, and an 

automatically determined number of 

bootstrap pseu- doreplicates were run to 

assess statistical support for the individual 

branches. Resulting trees were processed 

and drawn in TreeGraph2 

[74] and Dendroscope [75]. 

 

Results and discussion 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/
http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/
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1.6. Understanding the mass spectrometric 
behavior of the T. cruzi (Sylvio X10/1 strain) 
proteome 

 

Trypanosoma cruzi cells from Sylvio 

X10/1 strain in epimastig- ote stage were 

lysed and proteins were extracted, 

digested with trypsin and analyzed using 

nanoflow LC–MS/MS. In order to deeply 

sequence the proteome, tryptic peptides 

were fractionated using reversed-phase 

chromatography in acidic (pH = 3) and 

basic (pH = 10) conditions with a 

stepwise acetonitrile concentrations (5%, 

10%, 20%, 25% and 70%). Due to that, 

we implemented an offline RP-RP 2D 

chromatographic system using two 

mobile phase additives such as TFA for 

low pH and ammonia for high pH in the 

first dimension, separately. The intrinsic 

complexity and dynamic range of the 

T.cruzi proteome required peptide 

fractionation using an orthogonal 

chromatographic system and allowed us 

to reduce peptide co-elution and ion 

suppression and to improve protein IDs 

[76,77]. Fractionated samples were 

prepared in a biological dupli- cate, while 

five biological replicates (x5) were 

directly injected in the nLC–MS/MS 

system without fractionation, as shown in 

Fig. 1. 

The raw mass spectrometric data were 

analyzed using the data analysis 

workflow illustrated in Fig. 2. Initially, a 

database search approach using the T. 
cruzi UniProt database was performed 

using MaxQuant and Proteome Discoverer 

software. For MaxQuant search trypsin 

with specific and semi-specific cleavage 

was used. A summary of the 

identifications is reported in Table 1. 

Table 1 shows the identifications 

obtained from each soft- ware; Proteome 

Discoverer identified 169585 MS/MS 

spectra out of 493492 whereas MaxQuant 

identified 124661 and 124732 MS/MS 

spectra out of 535437 using trypsin and 

semi-trypsin specificity, respectively 

(Table 1). It is worth mentioning that there 

is redun- dancy for features identified by 

both programs. Thus, of the total analysis, 

17752 peptides are unique in the identified 

by Proteome Discoverer, Supplementary 

Table S1a, while 17999 and 18030 are 

unique in MaxQuant trypsin and semi-

trypsin specificity, respec- tively, with 1% 

FDR, Supplementary Table S1b. We noted 

that there 
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Table 1 

Deep data analysis of the T. cruzi (Sylvio X10/1 strain) proteome. 
 

Data Database Software Features Unique 

peptides/Proteins 

Observations 

1 

RAW 

 
UniProt 

 
Proteome Discoverer 

 
169586/493492a

 

 
17752/3851 

 
Trypsin 

RAW UniProt MaxQuant 124661/535437a
 17758/3647 Trypsin 

RAW 

2 

Filtered 

UniProt 

 
Six-frame translation 

MaxQuant 

 
Proteome Discoverer 

124732/535437a
 

 
3886/361647b

 

17776/3636 

 
354 

Semi-trypsin 

3 

Peptide sequences 

  
Manual Validation 

 
239/354c

 

 
239 

 

after BLASTp 

Peptide sequences 

 
Six-frame translation 

 
Genome annotation 

 

5/239◦ 

 
5 

 

validated 

4 

Filtered 

 
 

UniProt 

 

Byonicd
 

 
 

64320/361647 

 
 

8327/2771 

 

Totale 
   23374/5262  

©Peptides. 

#High confident sequences. 
a Redundant features. 
b PSMs. 
c Manual validation used stringent criteria such as: (1) all high intense fragments should be annotated, (2) three subsequent ions y and b. 
d Only modified peptides. 
e Total unique peptide sequences without modifications. The wild card search in Byonic is excluded. 
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was no significant difference in the unique 

peptides identified from the trypsin and 

semi-trypsin searches in the MaxQuant, 

indicat- ing very low nonspecific cleavage 

due to sample degradation or 

chymotryptic activity in the trypsin batch. 

Using the results from the MaxQuant 

database search, we observed that the most 

expressed proteins are related to glycolysis 

21%, heat shock protein (HSP) 9%, 

histones 9% and tubulin 6% and other 

highly expressed proteins are involved in 

carbon, arginine, proline metabolism and 

biosynthesis of secondary metabolites, 

Supplementary Fig. S1A. In the low 

expression range, proteins are mostly 

unannotated (68%) or uncharacterized 

(32%), Supplemen- tary Fig. S1B. The 

high number of unannotated proteins in 

low abundance can contribute to the lack 

of biochemical information and calls for 

more studies. The identified proteins can be 

visualized in the Supplementary Table S1c. 

In total, the number of matched tandem 

mass spectra, using database searching 

against a reference database such as the 

Unipro- tKB, was 34%. This is slightly 

higher compared to the first large scale 

proteome analysis of T. cruzi that was 

reported to be 12% [29]. In order to 

increase the identification rate of the 

unassigned MS/MS spectra, we performed 

a deep data analysis strategy as reported in 

Fig. 2. In particular, MS/MS spectra that 

were not identified using a database search 

approach with the UniProtKB database 

were fil- tered, extracted and converted to 

mgf format. This filtered file was then used 

to perform a database search against six-

frame translated 

T. cruzi Sylvio X10/1 database, step 2 and 3. 

Moreover, the filtered unassigned spectra 

were searched with a wide mass tolerance 

using the Byonic software against the UniProt 

database. 

The database search using the six-frame 

translated T. cruzi genome allowed us to 

identify 3886 of 361647 MS/MS spectra. 

These 3886 PSMs matched to 354 unique 

peptide sequences Sup- plementary Table 

S2a. The MS/MS spectra of these 354 unique 

peptides were subjected to manual validation 

using the rules reported in the Materials and 

Methods section [78]. A total of 239 unique 

peptide sequences passed the manual 

validation filter, Sup- plementary Table S2b 

and Table 1. 

Moreover, we performed similarity 

searches of the 239 manu- ally curated 

peptides that did not match predicted T. cruzi 
Sylvio X10/1 against the six-frame translation 

of this organism’s contigs, and we found that 

all peptides matched, completely and 

perfectly, at least one genomic region. 

However, given the very fragmented nature 

of the available genome sequence, which 

leads to many 
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unpredicted genes at the contigs’ ends, 

another filtering step was necessary. In 

this case, all contigs were searched by 

BLASTX against the complete NCBI 

non-redundant (nr) protein database, in 

order to find any fragments of genes 

that were missed in the annota- tion 

most likely due to genomic sequence 

incompleteness. Next, bedtools was 

used to find all intersections between 

the coordi- nates of nr matches (i.e. 

unpredicted genes) and peptide 

matches on the contigs. All but five of 

the 239 manually curated peptides were 

found to be part of an incompletely 

sequenced and annotated gene. The five 

peptides were: pep76, pep198, pep206, 

pep304 and pep314, Supplementary 

Table S2b. Open reading frames of T. 
cruzi Sylvio X10/1 genome containing 

these novel intergenic peptides were 

identified and are reported in 

Supplementary Table S3a and b. 

 

1.7. Novel protein coding regions in the T. cruzi 

Sylvio X10/1 strain genome 

 

In order to understand the nature of 

these novel DNA coding regions, we 

applied several bioinformatics tools to 

calculate their molecular weight and 

predict their subcellular localization 

and PTMs, Table 2. These novel ORFs 

codes for relatively small pro- teins 

with a theoretical molecular weight 

between 6 and 23 kDa. None of them 

contains a conserved domain that could 

indicate their biochemical function. 

The predicted subcellular localization 

was diverse from nucleus (pep76), 

cytoplasm (pep198 and pep304), 

endoplasmatic reticulum (pep206) and 

Golgi (pep314). Interest- ingly, pep314 

and pep198 were predicted to be 

secreted with      a signal peptide. The 

number of transmembrane domains was 

low in the majority of the novel proteins 

indicating their solu- ble or membrane-

associated nature. Furthermore, we looked 

at predicted PTMs, such as 

phosphorylation, N- and O-glycosylation, 

O-GlcNAcylation, lysine acetylation, 

SUMOylation, tyrosine nitra- tion, and 

lipidation. Phosphorylation sites were 

predicted in all the 5 proteins with pep198, 

pep206, pep304 and pep314 containing 

predicted tyrosine phosphorylation sites. 

Tyrosine phosphoryla- tion is an important 

regulator of signal transduction with the 

ability to switch on/off specific signaling 

cascades [79] and pro- tein kinase 

inhibitors have been suggested with the 

potential for treating parasitic diseases 

[80,81]. Interestingly, several predicted 

phosphorylation sites were also predicted 

to contain an O-GlcNAc modification. 

None of the novel genes were predicted to 

contain N- 
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Table 2 

Predicted Post-translational Modifications of novel DNA coding regions in T. cruzi. 
 

Co/Post- 

translation 

modifications 

Novel DNA coding regions  

Predicted PTMs pep76 ADWP pep198 ADWP pep206 ADWP pep304 ADWP pep314 ADWP  

 02021363 139 02017124 21 02006304 64 02015018 214 02013302 220  

Predicted MWa
 6596.41 23116.50 7820.11 9217.21 9680.47  

SecretomePb
 0.944 0.641 x 0.885 0.883  

  Signal peptide   Signal peptide  

Subcellularc
 Nucleus Cytoplasm Endoplasmatic Cytoplasm Golgi;  

localization   reticulum;  Mitochondrion  

   mitochondrion    

Transmembrane 0 3 1 0 0  

domainsd
       

Phosphorylation S-4, S-15, T-17, S-5, T-7, T-12, S-9, T-11, S-26, T-3, T-7, Y-16, S-4, S-29, T-46,  

 T-32, S-36, S-21, T-25, S-31, Y-39, S-19, S-29, Y-55, S-57,  

 T-46, S-55, S-27, T-55, Y-42, S-43, Y-33, Y-34, T-61, S-63,  

 T-57 S-56, T-96, T-44, S-55 Y-44, S-58, S-69, T-73, S-77  

  T-102, T-104,  S-61, S-66,   

  S-122, Y-132,  T-69, S-76,   

  Y-175, T-185,  S-78, S-79   

  T-193,T-196     

N- x x x x X  

Glycosylation       

O- x x x x X  

Glycosylation       

O-GlcNAc S 4; T 32; T 57 193 T; 196 T S 31 S 29; S 76 T 73  

Acetylation K 6, 9, 25, 29, K 9, 47, 89, 106, K 68 K 5, 6, 8, 9, 10, K 59, 71, 72, 75,  

 30, 31, 38 108, 200, 201  12, 14, 17, 47 76  

Methylation x x R 70 K 12 X  

SUMOylation 50-54 142-146 59 K x 72 K  

 NIFTEEQLIALL DVKLPEA     

 SDTH*** VGILGPNGEVIP     

Pupylation x x x K 43 X  

Tyrosine x x x Y 16 X  

Nitration       

S-nitrosylation x C 2 x C 28 C 1, 33  

Palmitoylation x C 2, 4, 16, 168 x x C 1  

Farnesylation x x x x X  

Geranylgeranylation x x x x X  

Myristoylation G 8 x x x X  

£ Prediction of methylated arginine and lysines was performed using the Methylation Modification Prediction Server (http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/∼tigerchen/ 

memo/). 
a Molecular weight was predicted using the Compute pI/MW webtool at the expasy site (http://web.expasy.org/cgi-bin/compute pi/pi tool). 
b Non-classically secreted proteins were predicted based on the NN-score. Score exceeding the threshold of 0.5 for bacterial sequences and 0.6 for mammalian 

sequences were considered. The recommended thresholds are 0.5 for bacterial sequences and 0.6 for mammalian sequences. 
c Amino Acids. 2007 Jul;33(1):57-67. Epub 2007 Jan 19. Euk-PLoc: an ensemble classifier for large-scale eukaryotic protein subcellular location prediction. Shen 

HB1, Yang 

J, Chou KC. 
d The number of transmembrane domains were predicted using the TMHMM webtool (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). 

 

http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/~tigerchen/memo/
http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/~tigerchen/memo/
http://www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/~tigerchen/memo/
http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool
http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool
http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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and O-linked indicating that these proteins 

are not predominantly located to the cell 

membrane. In a recent study we quantita- 

tively mapped the T. cruzi N- and O-linked 

glycoproteome showing widespread 

changes during life stage development 

[40]. 

All five novel proteins were predicted to 

contain a lysine acety- lation on more than 

one site. The importance of acetylation in 

T. cruzi was shown by using inhibitors of 

sirtuins, (deacetylases), that prevented 

parasite growth and multiplication after 

host-cell inva- sion [82]. Pep206 and 

pep304 were predicted to be methylated in 

the R70 and K12, respectively. Lysine and 

arginine methylation has been reported on 

T. cruzi histone H4 at position K18 and 

R53 [83]. Another PTM of great 

importance in eukaryotes is SUMOylation, 

which is characterized by addition of an 

ubiquitin-like protein that is covalently 

attached to lysine residue in the target 

protein by an isopeptide bond and has 

been reported to be involved in sev- eral 

roles such as cell cycle progression, 

subcellular localization, protein–protein 

interaction, transcription and DNA repair 

[84]. All five proteins analyzed had 

predicted SUMOylated lysines. Bayona et 

al. showed by proteomic and 

immunological methods, using polyclonal 

anti-TcSUMO, that SUMOylation is 

present in all the T. cruzi life stages 

parasite and involved in several processes 

such as 

chromatin organization and remodelling, 

DNA repair and transcrip- tional processes 

[84]. 

Recently, it was described a prokaryotic 

ubiquitin-like protein, Pup (Rv2111c), 

which was specifically conjugated to 

protea- some substrates in the pathogen 

Mycobacterium tuberculosis and involved 

in protein degradation [85]. The pep304 

had a predicted K 43 pupylation. 

Interestingly, in our wide tolerant search 

we found 28 peptides with a delta mass 

shift that could correspond to pupy- lation 

addion to lysine. However, careful 

considerations are needed as reported 

below. 

After macrophage infection, the T. cruzi 
trypomastigoste stage is exposed to several 

protein oxidation reactions due to the NO 

and its derivatives production [86]. Two of 

the post-translational oxida- tive 

modifications are cysteine nitrosylation 

and tyrosine nitration. Tyrosine nitration 

caused by T. cruzi in host proteins might 

pro- mote the survival of the parasite [87]. 

Recently, these two PTMs were found to 

be modulated by T. cruzi incubation with 

extracellu- lar matrix [37]. The novel T. 
cruzi proteins identified in this study were 

predicted to be nitrated in Y16 (pep304) 

and nitrosylated in C2 (pep198), C28 

(pep304) and C1, 33 (pep314). 
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Subsequently, protein lipid 

modifications were predicted in these five 

novel proteins. In particular, protein 

palmitoylation, far- nesylation, 

myristoylation and geranylation were 

investigated. The 

T. cruzi phosphoinositide (PI)-specific 

phospholipase C gene (TcPI- PLC) was 

shown to be expressed during the 

trypomastigote to amastigote 

differentiation and it was N-myristoylated 

in vivo [88]. Protein palmitoylation was 

predicted on C 2, 4, 16, 168 (pep198) and 

on C1 (pep314). Myristoylation was 

predicted on G on pep76. A sequence 

similarity search of these novel proteins 

showed high homology in 

Trypanosomatids, although with some 

differ- ences. In particular pep76, pep198 

and pep314 are conserved in 

Trypanosomas except T. brucei. Fig. 3 and 

Supplementary Figs. S2 and S5, 

respectively. On the other end, pep206 and 

pep304 are con- served across all 

Trypanosomatids including Leishmania 

species, 

Supplementary Figs. S3 and S4. 

Taken together these data show the five T. 
cruzi DNA coding regions identified in this 

study are translated into relatively small 

proteins that are conserved in all 

Trypanosomatids and are pre- dicted to have 

several PTMs. 

In the first large scale mass 

spectrometry-based analysis of the T. 
cruzi proteome, 12% of the MS/MS 

spectra were assigned (17225/139147) 

using database search against T. cruzi (CL 

Brener strain) reference genome [27]. In 

our case 169586/493492 (34%) MS/MS 

spectra were assigned using database 

search against a ref- erence genome, Table 

1-step 1. In a recent study it was reported 

a 50% success in MS/MS spectra assignment 

using new generation Orbitrap analyzer [89]. 

After database search using the six-frame 

translated T. cruzi genome, we observed that 

357761/493492 MS/MS spectra still 

remained unassigned, Table 1-step 2, 3. 

These unassigned spectra correspond to 65% 

of the total MS/MS acquired, meaning that 35% 

of the spectra were assigned after database 

search using UniprotDB and six-frame 

translated genome. Since using a six-frame 

translated genome improved the number of 

PSMs by 1%, we questioned if there were 

unknown/unassigned modifica- tions of 

peptides that could significantly contribute to 

the number of unassigned MS/MS spectra. 

 

1.8. Modified peptides identified in 200 Da precursor 

ion window revealed “neglected” PTMs in T. cruzi 

 

After exporting the unassigned spectra 

from the database search using Proteome 

Discoverer, we performed a wide-tolerance 

database search (using a 200 Da window) 

aiming at identify-  ing unanticipated as well 

as novel modifications in the peptide 

sequences from the T. cruzi proteome 

database. This analysis allowed us to identify 

127,120 spectra assigned to peptides in 3908 

proteins with a time cost of more than 10 

days using our compu- tational facility (data 

not shown). From these, we filtered only for 

the high scoring matched peptides (PEP 2D 

score < 0.001), which resulted in 48,893 

assigned spectra, Table 1-step 4. Besides, 

spectra matched to peptides in the reverse 

database (total 27 spectra, 0.1% FDR) or 

identified in the contaminant database (total 

552 spectra) were excluded. The peptides 

identified with “Wildcard” as variable 

modification ( 200 Da) were obtained as 

reported in Materials and Methods section, 

resulting in 21,388 spectra, Supplementary 

Table S4, which was used for the further 

analysis. These modified pep- tides covered 
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a total of 1500 proteins. Interestingly, 53 

proteins were able to explain 50% of all 

modified peptides, Supplementary Fig. 

S6a; among them, 21 were found in the 

top 100 most abun- dant proteins (e.g. 

Beta tubulin, Pyruvate phosphate dikinase 

1, Paraflagellar rod protein 3, putative, 

Tyrosine aminotransferase, 

Methyltransferase, ATP synthase subunit 

beta, Glutamate dehydro- genase, Heat 

shock protein (HSP70) and Histidine 

ammonia-lyase). Additionally, using the 

unrestrictive database search, 743 proteins 

that were not identified in the database 

search were identified 

(25%), resulting in a total number of 

identified proteins of 3751 in the T. cruzi 
proteome (Supplementary Fig. S6b). 

We compared the identified modification 

in the proteome from 

T. cruzi with the recently published dataset 

that performed an “open” database search 

( 500) in a shotgun proteomic data from 

human HEK293 cell line [47]. Firstly, we 

compared the frequency distribution of the 

mass change identified in 149457 spectra 

(only spectra with Omass modifications > 

0 Da and in range of 200 Da) from Chick 

et al., and from our data. We observed that 

the distribu- tion of the Omass 

modifications is very similar between 

Human and Trypanosoma cruzi dataset, 

especially in the most abundant modifi- 

cations (Fig. 4). Slight differences were 

observed when the Omass range was 

divided into smaller bins (Fig. 4a–d). For 

example, the modification +152 Da was 

mainly observed in the T. cruzi compared 

to the human dataset, whereas +183 Da was 

mainly observed in the Human dataset (Fig. 

4d). We observed the +152 Da 

modification occurred with more 

frequency in cysteine, but because all 

cysteine had previously set as fixed 

carbamidomethylation modification (+57 

Da), the actual modification is +209 Da. We 

found that +209 Da is annotated in the 

Unimod.org database as 

“carbamidomethylated DTT modification 

of cysteine”, which was reported before to 

be an artefact due to excess of DTT used 

during sample preparation [90]. In the 

Human dataset, the +183 Da modification 

was reported to be a 

aminoethylbenzenesulfonylation that 

occurs when using AEBSF (Pefabloc) as a 

serine protease inhibitor [47]. Therefore, 

specific dif- ferences in the sample 

preparation step may affect the number of 
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peptides with unanticipated chemical 

modification. 

The percentage of each Omass 
modification per amino acid was 

calculated and the distribution of these 

modifications in the twenty different 

amino acids was visualized as a heat 

map using the top 40 most frequent 

modifications observed. We also 

showed the anno- tation available in the 

Unimod.org database for each Omass 

bin in Fig. 5. 

Known PTMs were  detected  such  as  

phosphorylation  (Omass = +79.96, 355 

counts, mainly in serine),  acetylation  

(Omass = +42.01, 890 counts, mainly in 

serine), dimethylation (Omass = +28.03, 

647 counts, mainly in lysine residues) etc. 

Amino acid substitutions were also 

observed, for example in Ser- > Tyr 

(Omass = +76.0, 127 counts), Thr- > Ala 

(Omass = +30.0, 89 counts), Ser- > Asn 

(Omass = +27.0, 90 counts), Leu/Ile- > 

Val substitution (Omass = 14.0, 181 

counts) (Fig. 5). 

Known chemical modifications were 

identified, for example oxi- dation with 

increased frequency on methionine and 

tryptophan (Omass = +16.0, 1105 

counts), carbamylation on lysine and 

methi- onine (Omass = +43.0, 946 

counts) and deamidation on asparagine 

(Omass = +1.0, 1172 counts) (Fig. 5). 

We found four abundant 

modifications with transpeptidation in 

lysine and arginine-related annotation in 

Unimod.org database. The Omass 

corresponding to a predicted 

modification of the addition of lysine 

(Omass = +128.1) and arginine (Omass 

= +156.1) was iden- tified in 709 and 

607 spectra, respectively, whereas loss 

of lysine (Omass = 128.1) and arginine 

(Omass = 156.1) due to transpep- 

tidation was identified in 72 and 354 

spectra (Fig. 5). 

Modification occupancy was calculated 

by dividing the number of spectra counts 

from modified peptides by the sum of the 

total spectra counts from the modified and 

respective non-modified peptide, which 

was identified using MaxQuant for 

database search. The distribution of the% 

values was compared using different 

datasets: total number of peptides 

identified in the modified and non-

modified database search, peptides with 

+80 Da modification (predicted by 

Unimod.org database to be a 

phosphorylation), pep- tides with +43 Da 

modification (predicted to be a 

carbamylation) and peptides with +156 

and +128 Da (predicted to be an addition of 

arginine and lysine due to transpeptidation, 

respectively) (Supple- mentary Fig. S6c). 

We observed that the modifications are 

generally in low stoichiometry compared 

to the non-modified peptides, 
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Fig. 3. (a) Sequence homology of the pep76 protein, (b) MS/MS spectrum and (c) identified product ions of the peptide (ENIFTEEQLIALLSDTH) identified using 

database search against the T. cruzi (SylvioX10/1 strain) six-frame translated genome. 
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but for PTMs which are known to be low 

abundant, for exam-   ple, phosphorylation, 

we found that the occupancy is increased, 

meaning that the modification is likely to be 

specific with more peptides found in the 

modified form compared to the non-

modified form (Supplementary Fig. S6c). 

For a known chemical modification derived 

by urea (+43, carbamylation) which is 

frequently used in proteomics sample 

preparation, we found modified low 

stoichiom- etry compared to the non-

modified form (Supplementary Fig. S6c). 

The distribution of the +156.1 and +128.1 

modification was very similar and most of 

the peptides were identified with less than 

20% of modification occupancy 

(Supplementary Fig. S6c). It is impor- tant 

to remember that this is an estimation 

analysis of modification occupancy because 

we might have different ionization 

properties in the non-modified and modified 

peptides. 

Additionally, we also found 83 

peptides with a +129.11 mod- ification, 

which is annotated in the Unimod.org 

database as a potential mono-glutamyl 

modification (Supplementary Table S5). 

Finally, we performed additional 

unrestricted search analysis using a delta 

mass window from 200 to 400 Da. From 

this analy- sis, 1482 peptides were 

identified with high score (PEP 2D < 

0.001) (Supplementary Table S6). Among 

the most abundant modification in this 

range, we identified the delta mass of 

+243.1 in 40 pep- tides, with increased 

frequency in the amino acid K (28/40). 

This modification is annotated in 

Unimod.org database as pupylation, 

which is known as a post-translational 

modification in prokary- 

otes, but have never been described in 

Trypanosoma cruzi. Tryptic peptides with a 

pupylated lysine contain the addition Q*GG 

where Q* is a deamidated glutamine. 

However, careful analysis of MS/MS 

spectra should be carried out to discriminate  

peptides  contain-  ing sumoylated lysine 

(QGG) and deamidation (Q/N). The 

peptides identified in this study, carrying the 

delta mass of +243.1, con- tained one or 

more Q/N, so it is not possible to distinguish 

these peptides from formerly sumoylated 

peptides. Further analyses are needed to 

confirm this observation. Moreover, a 

BLASTp search using the Prokaryotic 

ubiquitin-like protein Pup from Mycobac- 
terium tuberculosis against 

Trypanosomatids gave no match (data not 

shown) indicating that these peptides might 

be SUMOylated (QGG) and deamidated on 

another residue in the same peptide. We also 

observed an abundant modification with 

delta mass of +209.01 on tryptophan, (40 

out of 44 peptides) opening new avenues to 

unknown modifications occurring in 

biological systems. 

 

1.9. Protein arginylation and transpeptidation 

contribute to the addition of 156.1 m/z 

 

We were interested to investigate deeper 

the modification of 

+156.1, which corresponds to arginine 

addition. Arginine addition can be due to: 

(1) transpeptidation or (2) protein 

arginylation. 

In this study, a bottom up proteomic 

approach was applied to study the T. cruzi 
proteome. Although several proteolytic 

enzymes 
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Fig. 4. OMass (observed–theoretical) distribution comparison for the 21,288 modified peptides from this study and 14,9457 modified peptides from Chick et al. Inset 

data for all peptides with a zoomed-in view in delta mass modification from 0 to −200 Da (A); −100 to −200 Da (B); 0 + 100 Da (C) and +100 to +200 Da (D). The 

arrows highlights the most abundant modifications found using unrestricted database search. 
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have been described to improve sequence 

coverage [91,92], trypsin is still the most 

widely used since it generates with 

relatively high specificity peptides with an 

average of 14 amino acids, based on  the 

Uniprot human protein database, which is 

ideal for LC–MSMS. In addition, tryptic 

peptides contain minimum two charges at 

the N-terminus and the C-terminal Arg/Lys, 

respectively. However, this enzymatic 

process produces side reactions such as 

missed cleavages [93], trypsin auto-

digestion, semi-tryptic peptides due to 

chymotryptic activity [94,95] and 

transpeptidation [96]. Transpep- tidation 

reaction results in the addition/substitution 

of an amino acid or an oligopeptide. In a 

previous study using a set of standard 

proteins, it was shown that transpeptidation 

reaction can generate the addition of a single 

arginine (+156.101) and lysine (+128.101)   

to the N-terminal of peptides. Moreover, 

peptides with the addition of two or more 

amino acids were detected [54] and the 

percentage of the transpeptidated peptides 

compared to the unmodified ones was 

relatively low (1–10%). 

In order to discriminate transpeptidation 

from protein arginy- lation, which is a 

known PTM catalyzed by the ATE1 

enzyme in humans, we started comparing 

the site specific distribution of the Omass 

= +156.1 on the different amino acids 

detected in our large- scale mass 

spectrometry-based proteomics approach 

on T. cruzi proteins. We observed that this 

modification occurred mainly in the 

amino acids E (14%) and D (10%) 

(Supplementary Fig. S7A and Table S7), 

which is in accordance with previous 

studies that reported protein arginylation 

on these amino acids [97,98]. Besides, 

59% of all matched spectra contained the 

modification in the pep- tide N-terminal, 37% 

occurred within the peptide sequence and 4% 

occurred in the C-terminal (Supplementary 

Fig. S7B and Table S7). As described above, 

N-terminal addition of arginine or lysine to 

peptides has been observed as 

transpeptidation side reaction of trypsin [96]. 

Besides, Xu et al. specified mass 

ambiguities which  can mimic the addition 

of arginine onto the N-terminus of peptides 

and can confuse the results of the mass 

spectrometry analysis. For instance, 

carbamylation of N-terminal Leu and Ile 

results in a mass shift that makes these two 

residues virtually indistinguishable from 

Arg [99]. Therefore, we filtered for only 

arginylation localized on the amino acids D 

or E, anywhere in the peptide sequence, 

except the N and C-terminal. Following 

these criteria, a total of 61 peptides, from 21 

unique sequences were identified with 

potential arginylation (Supplementary Table 

S7). 

We next performed a “closed” database 

search with +156.10111 and +128.1011 

as variable modification in the N-

terminal and 

+156.1011 in specific amino acids such as D 

and E to confirm these modifications and 

identify the exact amino acid sites using a 

con- trolled database search. We identified 

321 peptides with +156.1011 and 291 

peptides with +1280.1011 localized to the 

N-terminal (Supplementary Table S8). The 

overlap of unique peptide sequence 

identified using the “open” database search 

and “close” database search was 73 for the 

+156.1011 modification (Supplementary 

Fig. S7C) and 72 for the +128.1011 

modifications in the N-terminal. Con- 

sidering the total of unique sequence 

identified using the “open” 
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Fig. 5. Top 40 most abundant modification from −200 to +200 Da and their distribution over the twenty aminoacid are shown as heat map using the percentage of 

each modification per aminoacid. 
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database search, the overlap coverage 86% 

(73/85) and 90% (72/80) of +156.1011 and 

+128.1011 modifications, respectively. To 

con- firm the presence of transpeptidation, 

we investigated peptides modified with 

delta mass shift of ( 156.101) and 

( 128.101). Inter- estingly, the majority of 

the peptides modified with 156 contained 

arginine at the C-terminus, while the ones 

modified with 128 contained lysine at the 

C-terminal position (Supplementary Table 

S4). The localization of these 

modifications was at the peptide C-

terminus, indicating that after trypsin 

cleavage these peptides could be the donor 

of arginine and lysine for the transpeptida- 

tion reaction. Furthermore, we also 

performed “closed” database search using 

the modification of +156.1011 on the 

amino acids D and E and we compared the 

identification with the modified pep- tides 

retrieved by Byonic. We filtered only the 

peptides identified with score localization > 

0.9, resulting in 245 redundant peptides, 

from 191 unique sequence 

(Supplementary Table S9). The overlap 

between the 22 unique sequence identified 

using “open” database search with the 

“closed” database search was 10 peptides 

(45%) (Supplementary Fig. S7D). 

Representative spectra of peptides iden- 

tified with the +156.1 modification in the 

internal amino acids D or E are shown in 

Supplementary Fig. S8. These identified 

peptides pointed towards the presence of 

arginylated peptides which could be added 

post-translationally in a process called 

protein arginyla- tion [100]. Recently it 

was reported that Ate1 arginyltransferase 

had no significant activity toward non-

canonical N-terminal or internal aspartic 

and glutamic acid residues [101]. These 

data were obtained using an in vitro 
system on 11-residues immobilized pep- 

tides array and pulse-chase arginylation 

reaction raising concerns towards the mass 

spectrometry-based analyses. More studies 

are needed to validate the site-specific 

identifications obtained so far. 

 

1.10. Protein arginylation in trypanosomatids 

 

Protein arginylation is a post-

translational modification cat- alyzed by 

the addition of arginine to proteins in a 

ribosome-free 
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and tRNA-dependent reaction [102]. This 

modification is catalyzed by the arginyl-

tRNA protein transferase (Ate1) enzyme 

[102] [103]. The enzyme is present in all 

eukaryotes from yeast to humans in sin- 

gle or multiple isoforms, respectively 

[97,104]. Initially, Ate1 was known to 

arginylate N-terminally exposed aspartic 

and glutamic acid [105,106], but recently 

it was shown that this modification can 

occur on various positions in the protein 

and on various amino acids side chains 

such as aspartic and glutamic acid 

[98,107]. Initial studies recognized the 

importance of protein arginylation related 

to the N-end rule of protein degradation 

[108]. Indeed, the addition of arginine, a 

primary destabilizing N-terminal residue, 

to proteins N-terminus regulates their in 
vivo half-life since it is recognized by 

ubiquitin ligase that lead to protein 

ubiquitination and degra- dation. This 

mechanism shows a direct interplay 

between protein arginylation and protein 

degradation. Nowadays, protein arginy- 

lation is recognized as a central biological 

pacemaker involved in a diverse array of 

physiological processes such as 

embryogenesis, aging [109], 

angiogenesis, response to stress [110] and 

brain phys- iology [109]. Deletion of the 

arginyltransferase enzyme has been 

shown to be fatal for mouse embryo and 

lead to severe pathologi- cal 

complications such as cardiovascular 

diseases [111], thrombosis [112], 

neurodegeneration [113] and tumor 

metastasis [114]. Due to that, protein 

arginylation is nowadays recognized as a 

widely present and functional post-

translational modification. 

The identification of Ate1 substrates 

has been lacking behind [115,116] until 

mass spectrometry-based proteomic 

analyses have allowed the identification 

of, 43 [117] and over hundreds pro- teins 

[98] in two seminal studies. The initial 

amino acid specificity described at the N-

terminally exposed aspartic acid, glutamic 

acid and oxidized cysteine was revised 

since it was shown that arginyla- tion could 

occur on any N-terminally exposed residue 

[117] and on aspartic and glutamic acid 

side chain [98,107]. Moreover, several 

nuclear proteins contained post-

translationally added arginines in 
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Fig. 6. Protein arginylation in Pyruvate phosphate dikinase 1 (Gene name: ppdk2, Uniprot ID Q9GN79). (A) Localization of peptides with +156.1 modification across 

ppdk2 domains. The arginylation site in the peptide sequence are shown in blue circles. Representative spectra for peptide EGDYITLDGSK with +156 modification in D3 

retrieved by open database search using Byonic (B) and closed database search using Maxquant (C). The same scan number from the same file was identified using the 

different database search analysis. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.) 
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the methylated and dimethylated form and 

were shown to regulate nuclear structure 

[118]. 

In our study, one of the arginylated 

proteins was pyruvate phosphate dikinase 

1(ppdk2) that had the highest count for 

Omass = +156.1 in the amino acids E and D 

retrieved by the “closed” database search. 

We demonstrated the distribution of 

peptides identified with +156.1011 across 

the annotated domains for ppdk2, 

according to InterPro database (Fig. 6a). 

Two peptides, contain- ing the 

modification +156.1 on glutamic acid, 

were identified in the PEP/pyruvate-

binding domain (“closed” database search); 

one peptide containing the modification 

+156.1 was identified using both closed 

and open database search and was 

localized in the PEP-utilizing enzyme. 

The role of these potential arginylations in 

ppdk2 on the activity and function is not 

known, but it is the first time, to our 

knowledge, that these modifications are 

identified in 

T. cruzi. An example of annotated spectra 

retrieved by Byonic and MaxQuant for 

peptide EGDYITLDGS with Omass 

modification of 

+156.1 in the amino acid E are provided 

to demonstrate the con- fidence of 

identification of these modified peptides 

(Fig. 6b and c). 

The addition of amino acids to proteins 

in a tRNA-dependent and protein 

translation-independent manner has been 

described 

in eukaryotes and  prokaryotes.  In  

eukaryotes  the  ate1  enzyme  is responsible 

for the post-translationally addition of 

arginine. In prokaryotes leucine and 

phenylalanine are conjugated to protein N- 

terminus by the Leu/Phe-tRNA-protein 

transferase [119]. Although these enzymes 

share similar function, there is  low  

similarity  in the primary amino acid 

sequence. Moreover, these enzymes can 

have mixed characteristic such as the 

bacterial protein  trans-  ferase (Bpt) from 

Vibrio vulnificus has a  sequence similarity 

with  the eukaryotic ate1 but has a mixed 

enzymatic function transfer- ring leucine to 

aspartic and glutamic acid. On the other 

hand, the ATE-like aminoacyl-tRNA-

protein transferase, termed ATEL1, from 

Plasmodium falciparum, has sequence 

similarity with the prokary- otic Leu/Phe-

tRNA-protein transferase but transfers 

arginine, as the eukaryotic ate1 [119]. The 

ATEL1 enzyme has an N-Acyltransferase 

superfamily (NAT SF) domain. So far, no 

enzyme with this func- tion has been 

described in Trypanosomatids. We 

performed a BLASTp analysis of the 

ATEL1 sequence  (Q195H6  accession  in 

the UniprotKB) and found high similarity 

with the hypothetical protein (Q4DBY5 

UniprotKB, Tc00.1047053506977.40 gene 

name, Trypanosoma cruzi strain CL 

Brener), Supplementary Fig. S9. Phylo- 

genetic distance analysis showed that this 

enzyme is conserved in all trypanosomatids 

from Trypanosoma to Leishmania, Fig. 7. 

Inter- 
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Fig. 7. Phylogenetic analysis of the Atel1 enzyme from Plasmodium falciparum. The different parasite species are grouped based on their phylum. Details on the 

phylogenetic tree construction are reported in the Materials and Methods section. 
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pro domain search identified a 

leucyl/phenylalanyl-tRNA protein 

transferase unintegrated signature motif 

(data not shown). More experiments are 

underway to confirm the enzymatic activity 

of this protein. 

 

Conclusions 
 

In this study, we present a deep mass 

spectrometry data analysis of T. cruzi 
proteins and PTMs. A proteogenomic 

approach allowed us to identify five novel 

DNA coding regions, their subcellular local- 

ization and predicted PTMs. Moreover, an 

innovative application of unrestrictive 

database search to Trypanosomatids is 

shown. This analysis allowed us to map for 

the first time several unknown PTMs on T. 
cruzi proteins. These modifications derived 

from artefactual sample preparation and/or 

cellular biosynthesis processes such as 

arginine addition (Omass = +156.1). This 

modification can be due to transpeptidation 

and protein arginylation. Protein 

arginylation has been reported in several 

organisms such as E. coli, Arabidopsis 

and humans but not in Trypanosomatids. 

In this study, we report the presence of 

protein argynylation in T. cruzi. It should 

be noted, that the addition of arginine has 

been also described as a sample 

preparation artifact due to transpeptidation 

by trypsin. Due to that, it is very important 

to discriminate between them to avoid 

false positives. The correct localization of 

this modification has been a matter of 

concern due to the fact that chemical 

artefacts can gen- erate similar mass shifts 

and generate false positives. High mass 

accuracy combined with stringent cutoffs 

and manual validation are needed to 

confirm the presence of post-

translationally added protein arginylation 

[99]. However, transpeptidation is a 

common trypsin-catalyzed artefact that 

occurs during sample preparation and it is 

independent on the level of mass accuracy 

or computa- tional cutoffs [120]. An initial 

solution to this dilemma was shown using 

a combination of inhibitors of protein 

synthesis, ate1 gene knockout and 

bidimensional electrophoresis focusing on 

protein spots that were significantly 

regulated [117]. It should be noted, that 

although this approach significantly 

minimizes potential arte- 
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 1 

facts, it does not remove transpeptidation reaction that occurs during the proteolytic step. 2 

To address the issue of transpeptida- tion it was proposed to use alternative proteolytic 3 

enzymes such as AspN and GluC for shorter incubation times and alkaline pH [120]. Taken 4 

together these data show the need of further studies to iden- tify, quantify and minimize 5 

transpeptidation reaction in common trypsin-based bottom up proteomic workflows and 6 

identify true protein arginylation sites. 7 

Overall, this study shows how it is important to evaluate the presence of 8 

unknown/unassigned PTMs in a bottom up mass spectrometry-based proteomic analysis. 9 

Indeed, by using an unre- stricted database search we showed an improvement of more than 10 

30% in PSMs, Table 1, and protein identification, Supplementary Fig. S10. Beside the 11 

enormous improvement in MS/MS spectra assignment shown here, there are several 12 

spectra that remained unassigned calling for further improvements in data analysis. 13 

Moreover, this manuscript represents the first unbiased  PTMs discovery in 14 

Trypanosomatids using large-scale mass spectrometry-based proteomics. Certainly, latest 15 

mass spectrom- eters with higher acquisition speed, resolution and accuracy will improve 16 

the current dataset and move towards the discovery of novel PTMs in Trypanosomatids. 17 

An initial step would be to start with data already present in the literature or deposited in 18 

public repositories. 19 

Several large-scale mass spectrometry-based proteomic anal- yses have been performed 20 

using T. cruzi parasite. These studies have revealed differential expression of proteins and 21 

PTMs dur- ing development across life stages and biotic or abiotic stimuli. However, 22 

different strains have been used through these stud- ies making a proper comparison a hard 23 

task. Due to that, it is envisaged that the scientific community, working on Trypanosoma 24 

cruzi, establishes a reference strain with a sequenced and anno- tated genome for initial 25 

studies to be further compared with other strains. Indeed, after basic research and initial 26 

studies on a ref- erence strain, other strains belonging to different DTUs should be 27 

investigated to understand the genotype-phenotype-pathotype linkage. Moreover, it is 28 

advisable that an international effort such as the well-established platform TriTrypDB 29 

(http://tritrypdb.org/ tritrypdb/) focus on trying to centralize and share the raw data of 30 

Trypanosomatids Proteomics. 31 
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 246 

Abstract 247 

Background: Chagas disease also known as American trypanosomiasis is caused by the protozoan 248 

Trypanosoma cruzi. Over the last 30 years, Chagas disease has expanded from a neglected parasitic 249 

infection of the rural population to an urbanized chronic disease, becoming a potentially emergent 250 

global health problem. T. cruzi strains were assigned to seven genetic groups (TcI-TcVI and TcBat), 251 

named discrete typing units (DTUs), which represent a set of isolates that differ in virulence, 252 

pathogenicity and immunological features. Indeed, diverse clinical manifestations (from 253 

asymptomatic to highly severe disease) have been attempted to be related to T.cruzi genetic variability. 254 

Due to that, several DTU typing methods have been introduced. Each method has its own advantages 255 

and drawbacks such as high complexity and analysis time and all of them are based on genetic 256 

signatures. Recently, Shao W. et al.(Shao et al., 2015) discriminated bacterial strains using a peptide 257 

identification-free, genome sequence-independent shotgun proteomics workflow. Here, we aimed to 258 

develop a Trypanosoma cruzi Strain Typing Assay using MS/MS peptide spectral libraries, named Tc-259 

STAMS2. 260 
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Methods/Principal findings: The Tc-STAMS2 method uses shotgun proteomics combined with spectral 261 

library search to assign and discriminate T. cruzi strains independently on the genome knowledge. 262 

The method is based on the construction of a library of MS/MS peptide spectra built using genotyped 263 

T. cruzi reference strains. For identification, the MS/MS peptide spectra of unknown T. cruzi cells are 264 

identified using the spectral matching algorithm SpectraST. The Tc-STAMS2 method allowed correct 265 

identification of all DTUs with high confidence. The method was robust towards different sample 266 

preparations, length of chromatographic gradients and fragmentation techniques. Moreover, a pilot 267 

inter-laboratory study showed the applicability to different MS platforms.  268 

Conclusions and significance: This is the first study that develops a MS-based platform for T. cruzi strain 269 

typing. Indeed, the Tc-STAMS2 method allows T. cruzi strain typing using MS/MS spectra as 270 

discriminatory features and allows the differentiation of TcI-TcVI DTUs. Similar to genomic-based 271 

strategies, the Tc-STAMS2 method allows identification of strains within DTUs. Its robustness towards 272 

different experimental and biological variables makes it a valuable complementary strategy to the 273 

current T. cruzi genotyping assays. Moreover, this method can be used to identify DTU-specific 274 

features correlated with the strain phenotype. 275 

Author summary: Chagas disease is one of the most important neglected diseases with an estimated 276 

number of 12 million infected individuals, the majority living in Central and South America. The 277 

Trypanosoma cruzi (T.cruzi) protozoan parasite is the etiological agent of Chagas disease. T.cruzi is 278 

highly genetically diverse and a new nomenclature assigned each strain to seven genetic groups (TcI-279 

TcVI and Tcbat), named Discrete Typing Units (DTUs), based on their biochemical, immunological and 280 

phenotypical characteristics. T.cruzi DTUs have been correlated to diverse clinical outcomes 281 

highlighting the importance of molecular epidemiological screens. Despite the development of T.cruzi 282 

typing methods based on genetic signatures, each method presenting its own advantages and 283 

challenges. The work presented here shows the application of mass spectrometry for Trypanosoma 284 

cruzi Strain Typing Assay using MS2 peptide spectral libraries (Tc-STAMS2). The novelty of the method 285 

is based on the use of peptide fragmentation spectra as strain-specific fingerprints to classify and 286 

identify DTUs. Initially, a spectra library is generated from characterized T.cruzi strains. The library is 287 

subsequently inspected using MS/MS spectra from unknown strains and confidently assigned to a 288 

specific strain in an automated and computationally-driven approach. The Tc-STAMS2 method was 289 

challenged to test several variables such as sample type and preparation, instrument setup and 290 

identification platform. Tc-STAMS2 provided high confidence and robustness in T.cruzi strain typing. 291 

The Tc-STAMS2 method represents a proof-of-concept of a complementary strategy to the current 292 
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DNA-based T. cruzi genotyping methods. Moreover, the method allows the identification of strain-293 

specific features that could be related to the biology of T.cruzi strains and their clinical outcomes.  294 

Keywords: Trypanosoma cruzi; Discrete Typing Units (DTUs); Mass spectrometry; Spectral matching; 295 

Strain typing methods. 296 

 297 

Introduction 298 

Chagas disease also known as American trypanosomiasis affects around 12 million people 299 

especially in Latin America. The etiologic agent of Chagas diseases is the protozoan Trypanosoma cruzi 300 

(Who, 2015) that infects several mammalian hosts and is primarily transmitted through the 301 

contamination with feces of triatomine bugs. Besides, congenital, blood transfusions, transplants and 302 

ingestion of contaminated foods represent other ways of infection (Rassi a Jr, 2010). Chagas disease 303 

is characterized by an acute and chronic phase. The acute phase lasts a few weeks and present mild 304 

symptoms such as fever and swelling around the site of infection. The chronic phase is in general 305 

lifelong and asymptomatic. However, 20-30% of patients develop cardiac or gastrointestinal 306 

complications(Rassi a Jr, 2010).  307 

T. cruzi is highly genetically diverse. In order to standardize the nomenclature facilitating the 308 

communication among scientists, T. cruzi strains were divided into six (Tc I-VI) discrete typing units 309 

(DTUs) plus Tcbat, a novel strain associated with bats. Each group represents a set of isolates that are 310 

genetically similar and can be identified by common immunological, biochemical, pathological and 311 

molecular markers (Zingales et al., 2009b). T. cruzi strains characterization is extremely important to 312 

understand different epidemiological and pathological characteristics such as geographical 313 

distribution and clinical outcomes (Zingales, 2011b). Several techniques have been introduced to 314 

improve the genotyping. In particular, the genetic diversity of T. cruzi was first recognized by 315 

multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) and restriction analysis of kinetoplastid DNA minicircles 316 

(Henriksson et al., 1990b; Macedo et al., 1992b). Currently, the methods used for typing of strains of 317 

T. cruzi are based on polymorphism of the mini-exon gene (Spliced Leader) and the 24Sα and 18S 318 

ribosomal RNA (Brisse et al., 2001a). Other assays involve the analysis of complex electrophoretic 319 

patterns generated by restriction polymorphisms of PCR amplified genomic DNA (Tibayrenc et al., 320 

1993b; Cosentino e Aguero, 2012a; Messenger et al., 2015). These methods are able to discriminate 321 

T.cruzi strains, but they are work and time consuming and the interpretations of the results may be 322 

misleading. Multiplex Real-Time PCR Assay Using TaqMan Probes proved useful to determine DTUs of 323 

cultured T.cruzi, vector and blood samples from patients in acute infection (Cosentino e Aguero, 324 

2012a; Cura, Carolina I. et al., 2015; Messenger et al., 2015).  325 
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Proteomics methods using mass spectrometry have emerged as a powerful strategy to discriminate 326 

bacteria and have been established as a valuable alternative to DNA-based bacterial identification. 327 

Indeed, MALDI-TOF MS generates an intact protein profile that is compared to a MS database of 328 

known species. This method is easy to perform, rapid and provide accurate results and has been 329 

introduced as routine in most hospitals (Singhal et al., 2015). However, this method is currently not 330 

able to distinguish at the strain level. Shotgun sequencing of peptides, derived from enzymatically 331 

digested proteins, using LC-MS/MS in combination with database search of in silico digested proteins 332 

derived from publicly available protein sequence has been proposed as a method to discriminate 333 

bacterial strains such as Helicobacter pylori and Yersinia persis (Shao et al., 2015). This approach has 334 

great discrimination power compared to MALDI-TOF MS since it allows the identification of thousands 335 

of peptides with higher dynamic range. However, this method suffers from lack of suitable databases 336 

since many species have not been sequenced. Recently, a novel method based on MS/MS spectral 337 

matching has been shown to identify the blood meal of ticks (Ixodes scapularis) (Onder et al., 2013) 338 

and has also been applied to discriminate E.coli strains from different isolates (Shao et al., 2015). 339 

Few studies have explored the possibility of using mass spectrometry as a diagnostic tool for Chagas 340 

disease. Using mass spectrometry, Ndao M. et al. (Ndao, 2009) were able to identify full-length Apo1 341 

as a  serum biomarker of chronic Chagas disease patients using a SELDI-TOF approach. Despite several 342 

proteomic studies to understand the molecular features of T. cruzi in different biological conditions 343 

(Atwood, J. A. et al., 2005; Parodi-Talice et al., 2007; De Godoy et al., 2012; Perez-Morales et al., 2012; 344 

Brunoro et al., 2015). To date, there is no report on the use of mass spectrometry for assaying various 345 

T. cruzi strains. 346 

A pioneer work developed a peptide identification-free shotgun proteomics workflow to trace the 347 

vertebrate host that a tick (Ixodes scapularis) was feeding on (Onder et al., 2013). This workflow used 348 

MS/MS spectral matching. The same strategy, named UNID, was used to profile bacterial strains (Shao 349 

et al., 2015). In this study, we developed a platform to discriminate T. cruzi strains using MS/MS 350 

peptide spectral matching (Tc-STAMS2). The method was able to discriminate T. cruzi strains from 351 

different origins with high sensitivity and accuracy. The method was robust towards sample 352 

preparation and instrumental parameters, such as peptide purification, chromatographic gradient 353 

time, peptide fragmentation techniques and MS instruments. The MS/MS spectra were subjected to 354 

database search. More than 4000 proteins were identified in the combined six DTUs strains analyzed.  355 

A total of 1096 proteins were differentially expressed between the six DTUs and multivariate analysis 356 

allowed the discrimination of T. cruzi strains using the quantitative MS signal. In conclusion, this study 357 

describes a mass spectrometry-based method to discriminate T. cruzi strains. The Tc-STAMS2 method 358 
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represents a proof-of-concept of an alternative strategy to DNA-based T. cruzi genotyping. Further 359 

studies are needed to show its applicability to biofluids in clinical isolates. 360 

 361 

Methods 362 

1) T. cruzi cultures  363 

Epimastigote forms of T. cruzi cultivated in LIT (Liver Infusion Tryptose) supplemented with 10% fetal 364 

bovine serum (Camargo, E., 1964) at 28°C of exponential culture phase were employed in the present 365 

study. DTU classification of all T.cruzi strains were confirmed by sequencing (Lima, Espinosa-Alvarez, 366 

Pinto, et al., 2015). Only validated DTUs strains were used in this study (Table 1).  367 

1.1) Cell growth challenging test 368 

T. cruzi cells from the Sylvio X10/1 DTU I strain were collected in the exponential and stationary phase 369 

and processed as described below. Two biological replicates for the stationary (St_1 and St_2) and 370 

exponential (Exp_1 and Exp_2) growth phase were analyzed. 371 

2) Sample preparation and nLC-MS/MS analysis 372 

2.1) Protein extraction and digestion  373 

Epimastigote forms (5x108) were washed three times in phosphate buffered saline (PBS), pH 7.2 374 

(8,000g for 10 minutes at room temperature), and was re-suspended in 400 µL of lysis buffer (7M 375 

urea, 2M thiourea, 1 mM DTT and protease inhibitors (Amersham) and incubated under stirring for 376 

30 minutes to solubilize the proteins. Proteins were reduced with 10 mM DTT (DL-Dithiothreitol–377 

Sigma-Aldrich), alkylated with 40 mM iodoacetamide (Sigma-Aldrich), digested with trypsin 378 

(Promega) in the ratio 1:50 (µg trypsin/µg protein) in 50 mM ammonium bicarbonate solution at 37°C 379 

overnight. The reaction was stopped with 1% formic acid (less than pH 3) and then the sample was 380 

desalted with C18 columns (StageTips). Four biological replicates were prepared for each DTU. Blind 381 

test samples A (DTU-III) and B (DTU-I) were prepared using a minimum of three biological replicates 382 

according to the protocol described above. 383 

2.2) Sample preparation for the challenging tests 384 

Peptide desalting was performed in acid (acid 1 and acid 2) and basic (basic 1 and basic 2) conditions. 385 

In particular, for the acid purification tryptic peptides were acidified with 0.1% TFA (pH 3) and loaded 386 
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onto an acid-activated StageTip microcolumn before being eluted with 50% acetonitrile: 0.1% TFA. 387 

For the basic purification, tryptic peptides were dissolved in 0.1% ammonia water (pH 10) and loaded 388 

onto a base-activated StageTip before being eluted with 50% acetonitrile: 0.1% ammonia water. The 389 

eluted peptides were lyophilized and analyzed by liquid chromatography tandem mass spectrometry 390 

(LC-MS/MS).    391 

2.3) Nano LC-MS/MS Analysis  392 

Peptides were separated by Reprosil-Pur C18-AQ column (3μm; Dr. Maisch GmbH, Germany) using 393 

Easy nano-LC HPLC (Proxeon, Odense, Denmark). The HPLC gradient was 0-34% B solvent (A = 0.1% 394 

formic acid; B = 90% ACN, 0.1% formic acid) in 70 min at a flow of 250 nL/min. The MS analysis was 395 

performed using the LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific, Bremen, Germany). The mass range was 396 

400-1500 m/z at a resolution of 30,000 at 400 m/z for a target value of 1e6 ions. For each MS scan, 397 

collision induced dissociation (CID) fragmentation was performed on the 20 most intense ions in the 398 

linear iontrap. The parameters for data acquisition were: activation time = 15 ms, normalized energy 399 

= 35, Q-activation = 0:25, exclusion = available with repeat count 1, exclusion duration = 30s and 400 

intensity threshold = 30.000, target ions = 2e4 (Palmisano et al., 2012b). All raw data have been 401 

submitted to PRIDE archive (https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/).   402 

2.4) Sample amounts, chromatographic gradients and MS/MS fragmentation types used for the 403 

challenging test 404 

The robustness of the Tc-STAMS2 method was tested using different parameters: 1) sample amounts, 405 

2) chromatographic gradients and 3) MS fragmentation techniques. For the different sample 406 

amounts, 0.5µg and 1µg, were loaded onto the analytical column before MS analysis and named low 407 

and high, respectively.  The chromatographic elution time was set to 20, 70 and 130 min from 0-34% 408 

B solvent at 250nL/min. CID fragmentation was used to develop the Tc-STAMS2 method. Higher 409 

energy collision induced dissociation (HCD) was evaluated as alternative peptide fragmentation type 410 

on tryptic peptides separated on a 70min chromatographic gradient. For the HCD fragmentation, 411 

each MS scan was acquired at resolution of 30,000 FWHM followed by 7 MS/MS scan of the most 412 

intense ions with an activation time of 0.1 ms and normalized collision energy of 35. The spectral 413 

library for each DTU was developed on a LTQ-Orbitrap Velos Pro instrument (Thermo Fisher Scientific) 414 

located in the PR group, Department of Biochemistry and Molecular biology, University of Southern 415 

Denmark. All the other tests for testing and validating the method were performed on a LTQ-Orbitrap 416 

https://www.ebi.ac.uk/pride/archive/
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Velos Normal at the Biomass mass spectrometry facility (São Paulo, Brazil).  417 

3) Bioinformatics and statistical analyses  418 

3.1) MS/MS spectral library generation and spectral matching 419 

MS/MS spectral library generation and spectral matching were performed using the SpectraST 420 

software (version 4.8) as previously described (Lam et al., 2007; Onder et al., 2013; Shao et al., 2015). 421 

In particular, the LC-MS/MS acquired spectra were converted to an open format (mzXML) by 422 

MSconvert (Kessner et al., 2008),  forming part of the software suite offered by TPP (Trans-Proteomic 423 

Pipeline) (Deutsch et al., 2010). SpectraST (version 4.8) was used to build the reference spectral library 424 

and perform MS/MS spectral matching (Lam et al., 2007). The reference spectral library was 425 

generated with three raw files for each one of the six DTUs and one raw file for each DTU was 426 

compared against constructed reference library. The first step for the reference spectral library 427 

generation involves the application of a threshold at which MS/MS spectra originated from the same 428 

peptide precursor ion are combined to create the consensus spectrum. Moreover, low quality spectra 429 

are excluded from the library (Lam et al., 2007). To determine the spectrum of similarity between the 430 

query spectrum and the reference library, SpectraST uses the Spectral Dataset Similarity (SDSS) 431 

function (Stein, S. E. e Scott, D. R., 1994; Onder et al., 2013). In particular, the unique dot product 432 

SDSS, abbreviated as “score” along the text, was chosen as T.cruzi DTU strain discrimination function 433 

and reported (Onder et al., 2013). The statistical confidence in the identification of the correct DTU is 434 

made by data bootstrap (Onder et al., 2013). All the spectral matching experiments reported below 435 

had a bootstrap of 1 unless reported. 436 

DiagnoProt software was used also to match the MS/MS spectra of unknown samples against a 437 

database of genotyped T. cruzi strains (Silva et al., 2017b). Default parameters for creating the 438 

spectral database were used: similarity threshold 0.70, precursor tolerance 4.50; activation type CID; 439 

minimum number peaks: 50; minimum relativity intensity: 0.01; minimum retention time 10.00; bin 440 

offset 0.40; bin size: 1.0005; minimum bin m/z 200.00; maximum bin m/z 1700.00. The spectral 441 

database was used to match the identity of each unknown sample.  442 

 443 

3.2) Database searches 444 

The raw LC-MS/MS files were analyzed using: Proteome Discoverer, MaxQuant and the 445 

TransProteomic Pipeline. Proteome Discoverer v2.1 (Thermo Scientific) was used with the T. cruzi 446 

database using Mascot and Sequest. The searches in the database were conducted with the following 447 

parameters: precursor mass tolerance of 20 ppm; MS/MS mass tolerance 0.5 Da (CID data). Trypsin 448 
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was selected as enzyme and carbamidomethyl cysteine as fixed modification. The variables 449 

modifications were oxidation of methionine and deamidation (NQ). Shared peptide sequences were 450 

grouped as grouped accessions proteins. The False Discovery Rates (FDR) was calculated using the 451 

algorithm Percolator with q equal or less than 0.01. Protein FDR was calculated in the Proteome 452 

Discoverer software and kept below 1%. 453 

The raw files were also processed using the MaxQuant (Cox e Mann, 2008) version 1.2.7.429 and the 454 

MS/MS spectra were searched using the Andromeda search engine (Cox et al., 2011) against the 455 

Uniprot T. cruzi Protein Database (release July 11, 2017; 51,738 entries). The initial maximal allowed 456 

mass tolerance was set to 20 ppm for precursor and then set to 4.5 ppm in the main search and to 457 

0.5 Da for fragment ions. Enzyme specificity was set to trypsin with a maximum of two missed 458 

cleavages.  Carbamidomethylation of cysteine (57.02 Da) was set as a fixed modification, and 459 

oxidation of methionine (15.99 Da), deamidation (NQ) and protein N-terminal acetylation (42.01 Da) 460 

were selected as variable modifications. Bioinformatics analysis was performed using the software 461 

Perseus v.1.5.2.6 (Cox e Mann, 2008) available in the MaxQuant environment and reverse and 462 

contaminant entries were excluded from further analysis. Protein FDR was calculated in the 463 

MaxQuant software and kept below 1%. Label Free Quantification (LFQ) intensity values were 464 

considered to relatively compare the abundance of proteins present in the different DTUs.  465 

TransProteomic Pipeline software suite was also used to search raw files converted to mzXML (Pedrioli, 466 

2010). The mzXML files were searched by the Comet search algorithm  embedded into the TPP 467 

platform (Eng et al., 2013). Peptide and protein FDR was estimated using the PeptideProphet and 468 

ProteinProphet algorithm embedded in the TransProteomic Pipeline (Keller et al., 2002). 469 

Identifications with less than 1% FDR were kept. 470 

Raw data from human placental tissue (Lee et al., 2013) and T. vivax (Meta, BSF1 and EP1) (Jackson 471 

et al., 2015) were obtained from the public MS spectra databank PRoteomics IDEntifications (PRIDE)  472 

and used for the negative control test. 473 

 474 

 475 

 476 

4) Statistical analyses 477 

Label-free quantified peptides/proteins were analysed by the Perseus software (Tyanova et al., 2016). 478 

Significantly regulated features with a p value less than 0.05 corrected with the Bonferroni post-hoc 479 

test were used to cluster the different DTUs. Hierarchical clustering of significantly regulated 480 

proteins/peptides was performed using the Z-score calculation on the log2 intensity values and it was 481 
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represented as a heat map. The Principal Component Analysis (PCA) was performed using the same 482 

procedure described above in Perseus software. In addition, for generation of Venn diagram we used 483 

Venn Diagrams (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/ Bioinformatics & Evolutionary 484 

Genomics). 485 

 486 

 487 

Results 488 

Tc-STAMS2 strategy allows DTUs discrimination 489 

In this study, the combination of mass spectrometry and computational approaches was used to 490 

develop a method for T. cruzi DTU discrimination, named Tc-STAMS2. A schematic overview of the T. 491 

cruzi DTUs identification using MS/MS spectra from tryptic peptides is summarized in Fig. 1. A 492 

reference spectral library was built using a total of 586513 unique MS/MS spectra of tryptic peptides 493 

derived from three raw MS files of each one of the six T. cruzi strains (Figure 1A). Each T. cruzi strain 494 

was processed and acquired in four biological replicates. MS/MS spectra acquired from three 495 

replicates of each DTU were used to build the reference spectral library using SpectraST software (Lam 496 

et al., 2007). Following the construction of the reference MS/MS library, proteins from unknown T. 497 

cruzi strain samples were extracted and digested with trypsin before being analyzed by nLC-MS/MS 498 

(Figure 1B). A LC-MS profile of four replicates of DTU-I is reported in Supplementary Figure S1 and the 499 

Pearson correlation score indicates high similarity between the different runs. The LC-MS 500 

chromatographic profile of the tryptic peptides belonging to the six T.cruzi strains shows high 501 

similarity between the different DTUs, Supplementary Figure S2. MS/MS spectra from different DTUs 502 

were subjected to spectral matching comparison with the library using SpectraST software (Lam et al., 503 

2008)). The identification was made by finding the reference library with the highest similarity to the 504 

sample spectral dataset, in this case, the different DTUs, to be tested. Unique dot product SDSS score 505 

was used to provide a quantitative similarity measure between two spectral datasets (Figure 1C) 506 

(Onder et al., 2013). MS/MS spectra were searched against the T. cruzi proteome database as 507 

described below (Figure 1D). 508 

 509 

Based on the similarity scores between the MS/MS spectra from an unknown sample with the mass 510 

spectral library, the Tc-STAMS2 was able to differentiate and accurately identify the different DTUs. 511 

We observed that the score values were between 0.75 to 0.86 for true matches and close to 0 in 512 

unmatched cases, as shown in Table 2.  513 

The LC-MS chromatograms obtained for each replicate and for each DTU (Supplementary Figure S1 514 

and S2) showed high similarity; however, the developed method was capable of differentiating and 515 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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identifying each of them. In order to rule out the possibility that different growth phases could 516 

influence the assignment of the algorithm, Sylvio X10/1 (DTU-I) epimastigotes in the exponential and 517 

stationary phase were collected. Independently of the growth phase, the algorithm was able to assign 518 

it to the correct DTU, Table 3. This demonstrates that the identification method is not affected by the 519 

phases of the parasite. 520 

 521 

Moreover, the performance of the Tc-STAMS2 spectral matching approach were tested to correctly 522 

identify MS/MS data sets from: 1) a T. cruzi strain that is known to belong to DTU-VI (CL14) (Zingales 523 

et al., 2009b) but was not included in the spectral library, 2) from a species phylogenetically related, 524 

such as Trypanosoma vivax and 3) from species with completely distant genome (ex: human, E. coli, 525 

mouse). For this analysis, a new MS/MS library was constructed, using the MS/MS spectra from the 526 

six DTUs, including T. cruzi CL14 and T. vivax in metacyclic stage (meta1 e meta2). Firstly, MS/MS 527 

spectra from T. cruzi strains CL14 were compared with the library and the similarity score matched to 528 

the CL14 (score = 0.417). Interestingly, although the similarity scores of CL14 with DTUs I to V were 529 

close to zero, the similarity between CL14 and DTU-VI was comparatively high (score = 0.133), 530 

indicating that many spectra MS/MS of CL14 are shared with DTU-VI (CL Brener), as shown in Figure 531 

2. It should be noted that the LC-MS chromatographic profiles of the CL14 and CL Brener strains have 532 

very high similarity, Supplementary Figure S3. However, the Tc-STAMS2 was able to clearly differentiate 533 

between the two strains within the same DTU.   534 

Subsequently, MS/MS spectra from three different life stages of T. vivax, Meta3 – metacyclic phase, 535 

BSF1 – bloodstream phase and EP1 – epimastigote were compared using the mass spectral library. 536 

Based on the similarity scores, the Tc-STAMS2 was able to correctly identify these samples to T. vivax, 537 

Figure 2. 538 

In order to test the method with negative control, MS/MS spectra from unrelated T. cruzi species such 539 

as human, mouse and E. coli were compared to the library. For these samples, the similarity scores 540 

were close to zero, indicating that the similarity scores found between two MS/MS datasets is library-541 

specific and not random, Figure 2.  542 

Moreover, we also evaluated the ability of this strategy to provide correct identification from an 543 

independent sample (blind test), which was collected and processed at different days or under 544 

different conditions. In particular the different datasets were obtained in: 1) inter-laboratory studies, 545 

2) different sample preparation strategies, 3) different LC gradients and 4) different MS fragmentation 546 

methods. To assess the robustness of the Tc-STAMS2 platform, another batch of T. cruzi strains were 547 

processed and acquired using similar chromatographic and MS conditions as described in Figure 1 in 548 
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an inter-laboratory study perspective. Indeed, the mass spectra library was built with data acquired 549 

in the PR group in Odense, Denmark and the blind samples were acquired in the CEFAP mass 550 

spectrometry facility in São Paulo, Brazil. Although the instrument type and conditions were similar, a 551 

different chromatographic profile was obtained, Supplementary Figure S4. However, the biological 552 

duplicate unknown samples A1 and A2 from DTU-III matched correctly to DTU-III, Figure 3. The 553 

unknown sample B from the DTU-I also showed higher similarity scores with the MS/MS spectra 554 

library from DTU-I. The sample B was evaluated on different parameters: 1) sample preparation 555 

conditions such as acid and basic peptide desalting, 2) different chromatographic gradient such as 20 556 

min, 70 min, 130 min, 3) different fragmentation methods, such as CID or HCD with a chromatographic 557 

gradient of 70 min and 4) different sample amount injected into the LC column. Even considering all 558 

these technical sources of variation, the similarity scores continued to match correctly to DTU-I 559 

showing the robustness of the Tc-STAMS2 towards different experimental conditions. 560 

In addition, another MS/MS spectral library search software platform, DiagnoProt, was used instead 561 

of SpectraST (Silva et al., 2017b). DiagnoProt was able to differentiate the different DTUs and to 562 

associate the CL14 strain with the DTU -VI group as shown for the SpectraST software, Table 4. Due 563 

to that, two different spectral library search software could be implemented in the Tc-STAMS2 564 

pipeline and used to identify T. cruzi strains, Table 2 and 4. 565 

 566 

Clustering Analysis Using Peptide and Protein Identification 567 

Database search was also performed to evaluate the similarity among the DTUs using peptide and 568 

protein identification results. Three database search platforms were used (MaxQuant, TPP and 569 

Proteome Discoverer). From four replicates of each DTU more than 7000 peptides and 4000 proteins 570 

were identified (Supplementary Figure S5, Supplementary Table S1, S2 and S3). DTU-I and DTU-VI had 571 

the highest number of identifications due to the protein database used for the search. Indeed, Sylvio 572 

(DTU-I) and CL Brener (DTU-VI) are the two T.cruzi strains whose genome has been sequenced and 573 

their proteome annotated and deposited in the Uniprot database. Interestingly, only 30% of the 574 

MS/MS spectra were assigned, leaving behind a wealth of information for T.cruzi strain discrimination 575 

(Supplementary Table S4).  576 

Analysis of variance (ANOVA p<0.05 followed by Benjamin-Hochberg FDR correction) was 577 

applied for the log2-transformed protein or peptide intensities previously identified using MaxQuant. 578 

A total of 1096 proteins and 6130 peptides showed significant difference in abundance among the six 579 

DTUs (Supplementary Table S5). The differentially expressed peptides and proteins were subjected to 580 

clustering analysis and visualized as heat-maps, Supplementary Figure 6A and B. CL14 clustered 581 
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together with CLBrener (DTU-VI), indicating high similarity in the protein and peptide expression 582 

profile.   583 

In addition, principal component analysis (PCA), which was applied in the differential 584 

expressed proteins, were able to discriminate the six DTUs showing a DTU-specific quantitative 585 

proteome repertoire (Fig 4). Interestingly, CL14 and CLBrener, strains belonging to the DTU-VI, were 586 

also found close to each other, confirming the Euclidean clustering result obtained previously.      587 

Additionally, to check the proteomic data reproducibility, a correlation analysis (R squared) 588 

between biological replicates from each DTU or between the different DTUs was performed using 589 

the log2-normalized intensities. As shown in Supplementary Figure S7, high correlation values were 590 

observed among replicates (R squared>0.9). Interestingly, when we compared different DTUs 591 

(Supplementary Figure S8), the R squared dropped to 0.6-0.7, but high correlation was observed 592 

between CL14 and DTU-VI (R squared = 0.83), confirming once more the similarity between these 593 

two DTUs (Supplementary Fig S8). 594 

 595 

DISCUSSION 596 

Many studies have employed MS-based techniques to identify organisms, such as bacteria 597 

(Patterson e Aebersold, 2003). Önder et, al. pioneered the use of MS/MS spectral libraries to precisely 598 

identify which animal the tick Ixodes scapularis was fed even if the feeding occurred months earlier 599 

(Onder et al., 2013). Other strategies combined genetic information in conjunction with MS-based 600 

peptide identification for the correct assignment of microorganisms (Jabbour et al., 2010) 601 

(Dworzanski et al., 2004; Dworzanski et al., 2006). More recently, Shao et al. demonstrated that it is 602 

possible to identify E. coli strains with only the MS/MS fragmentation spectra, with no need for 603 

peptide identification (Shao et al. 2015). 604 

In the present study, we describe a genome-free, MS/MS spectral-matching methodology 605 

designed to identify different T. cruzi DTUs, named Tc-STAMS2. Firstly, a peptide MS/MS spectral 606 

library using three replicates from each of the six DTUs was built. The fourth replicate was used to 607 

test the ability of the method to differentiate each DTUs using the reference library. As shown in Table 608 

2, this approach was able to differentiate DTUs using the SpectraST software. A unique assignment to 609 

the correct DTU was achieved. The method was tested using a dataset of peptide MS/MS spectra 610 

obtained from different growth conditions of T.cruzi. 611 

The next step was to test the MS/MS spectral library against phylogenetically related species 612 

such as T.vivax and distant organisms such as E.coli, mus musculus and homo sapiens (Fig. 2). For such 613 
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a test, another spectral library database was built with the same DTUs and MS/MS spectra from the 614 

CL14 strain and T. vivax. Interestingly, it is clear that even with thousands of fragmentation spectra, 615 

the scores obtained when comparing samples of human organism or E.coli with the library were close 616 

to zero, demonstrating the specificity of the method in identifying only samples of the species/strain, 617 

whose MS/MS spectrum is present in the library. 618 

We also showed that the spectral matching method is robust even with inter and intra-619 

laboratory source of variations using similar MS instruments, but from different laboratory and even 620 

performing changes in the sample preparation, chromatography and fragmentation method, it was 621 

still possible to correctly identify samples from DTU-III and DTU-I, as shown in Fig. 3.  622 

As expected, we also observed that the similarity score is dependent on the number of MS/MS 623 

spectra acquired. The longer the gradient time used, the greater the separation capacity of peptides 624 

prior to MS/MS analysis and the larger the number of acquired spectra, resulting in higher scores for 625 

the same sample when compared to the library. Using different fragmentation methods we also 626 

observed that CID provides scores higher than HCD when using 70 min gradient time. Although HCD 627 

provides high resolution MS/MS spectra CID provides faster MS/MS sequencing, thus generating 628 

more spectra that can be match with the spectral library. 629 

The current methods used to identify DTUs are difficult to implement requiring very well 630 

trained personnel. Other methods require the knowledge of the genome to identify DTU and many 631 

of the methods cannot differentiate strains with similar genome. Our platform is designed to 632 

complement the already developed methodologies and to assist in identification DTUs or any other 633 

parasite. This platform is easy to implement, fast and only requires the MS/MS spectra for 634 

identification. 635 

In addition, fragmentation spectra were also subjected to database search analysis for peptide 636 

and protein identification using the MaxQuant software, TPP and Proteome Discoverer. In general, 637 

the number of identifications of proteins and peptides were reproducible and consistent among 638 

different database search software. The larger number of proteins and peptides were observed for 639 

DTU-I and VI. Although the number of annotated proteins in UniProt database is greater for DTUs I 640 

and VI, the number of proteins identified to DTUs V, III and VI, was not significantly smaller. Due to 641 

that, a MS-based proteomic approach can be used to quantitatively compare the protein expression 642 

of different DTUs, even with differences in genome annotation among them and use these 643 

information’s to identify DTU-specific pathways correlated with the strain phenotype.  644 

Moreover, it was possible to cluster together DTU-VI and CL14 using the differential expressed 645 

proteins or peptides given by ANOVA test, Supplementary Fig S6. This result validates which is already 646 
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known in the literature, where the CL14 belong to DTU-VI (Zingales et al., 2009b) and also validates 647 

the results obtained with the spectral matching, where the similarity score between CL14 and DTU-648 

VI was higher compared to the other DTUs. Moreover, PCA analysis was also able to discriminate the 649 

six DTUs and determine the similarity between the DTUVI and CL14, as seen by the close proximity 650 

between these two groups.  651 

Clustering analysis using protein identification in different DTUs was also performed by Telleria 652 

et, al., (Telleria et al., 2010) however only 261 (experiment 1) and 172 (experiment 2) 2DE protein 653 

spots were considered for this analysis. In our study, the clustering analysis was performed using 1096 654 

proteins differentially expressed among DTUs, increasing the number of features to build a robust T. 655 

cruzi clustering (Supplementary Fig S6).  656 

The Tc-STAMS2 strategy presented here is robust, accurate, easy to perform and completely 657 

automated. Dworzanski, J. P. (Dworzanski et al., 2006) and Shao, W. et al. (Shao et al., 2015) used a 658 

similar methodology for identification of bacteria, however this is the first time that spectral matching 659 

is applied to discriminate different T. cruzi DTUs. 660 

 661 

CONCLUSION 662 

The transmission of Chagas disease through blood transfusion and organ transplant, besides 663 

the triatomine vector, poses several public health challenges. Due to that, novel methods identify and 664 

characterize DTUs can offer opportunities to understand the DTUs diversity, link with their phenotype 665 

and provide another tool for molecular epidemiology. Recently, MALDI-based strategy was developed 666 

for the direct identification of trypanosomatids based on the MS profile, named DIT-MALDI TOF (Avila 667 

et al., 2016). However, this method does not have the resolution to discriminate DTUs using the MS 668 

profile. In this study we present a T. cruzi strain typing based on MS/MS spectral matching. The Tc-669 

STAMS2 method is robust, sensitive and powerful and it is based on the identification of peptides 670 

from their MS/MS spectra. The method could be used to complement other already established 671 

methods. The proposed method can help in the research of epidemiology to identify T. cruzi strains 672 

only with the use of fragmentation spectra without the need for genomic data, which is very scarce 673 

for this parasite. Since MS/MS spectra are available to the research community further data mining is 674 

possible in order to improve our understanding on the biology of the different T. cruzi strains. The 675 

methodology shown in this study will provide a complementary tool to the current nucleic-based 676 

testing and have the possibility to be extended to other parasitic diseases. 677 

 678 
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Tables: 694 

Table 1. Cultured stocks representing the known T. cruzi lineages (DTUs) used to build the MS/MS 695 

library and to validate the method. 696 

Trypanosomatid DTUs Strains Form Culture médium 

T. cruzi DTU-I Sylvio X10/1 Epimastigote LIT - Liver Infusion-
Tryptose supplemented 
with 10% fetal bovine 

serum at pH 7,2; 28 °C. 
 

DTU-II Y 

DTU-III M6241 cl6 

DTU-IV CAN III cl1 

DTU-V 92:80 cl2 

DTU-VI CL Brener 

DTU-VI Clone 14 

Adapted by Camargo, E. (Camargo, E., 1964). 697 

 698 

Table 2. T. cruzi strain identification based on spectral similarity searches. The unique dot product 699 

SDSS score is reported along with the number of MS/MS spectra matches.  700 
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DTUs DTU-I DTU-II DTU-III DTU-IV DTU-V DTU-VI 

DTU-I 0.861 
(2858/20232

) 

0.005 
(11/13450) 

0.008 
(24/13419) 

0.008 
(26/14135) 

0.016 
(65/13470) 

0.013 
(33/14469) 

DTU-
II 

0.010 
(23/14212) 

0.754 
(1169/20004

) 

0.032 
(72/14820) 

0.023 
(62/15126) 

0.007 
(22/14198) 

0.020 
(35/16038) 

DTU-
III 

0.006 
(18/13177) 

0.020 
(45/13838) 

0.817 
(2086/19587

) 

0.013 
(42/13135) 

0.017 
(42/13689) 

0.015 
(35/14200) 

DTU-
IV 

0.011 
(38/14307) 

0.013 
(28/14213) 

0.010 
(32/13412) 

0.849 
(2648/20199

) 

0.004 
(16/12889) 

0.019 
(48/14722) 

DTU-
V 

0.008 
(35/12560) 

0.009 
(20/12405) 

0.013 
(37/12771) 

0.004 
(16/11687) 

0.863 
(3086/19777

) 

0.011 
(28/14215) 

DTU-
VI 

0.016 
(51/14230) 

0.017 
(27/14880) 

0.013 
(32/14101) 

0.017 
(51/14047) 

0.022 
(57/14849) 

0.800 
(1463/20238

) 

Table made with spectral counting (unique/total), and dot product unique square root (score) of the 701 

result of SpectraST. 702 

 703 

 704 

Table 3. MS/MS spectral matching comparison using different growth phases of Sylvio X10/1 (DTU-I).  705 

Samples DTU-I  DTU-II DTU-III DTU-IV DTU-V DTU-VI CL14 (DTU-VI) 

A (St_1) 0.283 0.032 0.068 0.017 0.075 0.032 0.034 

A (St_2) 0.288 0.035 0.067 0.015 0.068 0.029 0.030 

B (Ex_1) 0.296 0.036 0.057 0.026 0.104 0.058 0.046 

B (Ex_2) 0.301 0.041 0.056 0.027 0.099 0.053 0.051 

Table made with spectral counting (unique/total), and score of the result of SpectraST. St_1 - 706 

Stationary phase; St_2 - Biological replicate stationary phase; Ex - Exponential phase; Ex_2 - Biological 707 

replicate exponential phase. 708 

 709 

 710 
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Table 4: Spectral matching of different T.cruzi strains using the DiagnoProt software 711 

DTUs DTU-I DTU-II DTU-III DTU-IV DTU-V DTU-VI 

DTU-I 0,174 0,078 0,082 0,089 0,079 0,094 

DTU-II 0,092 0,172 0,093 0,105 0,088 0,104 

DTU-III 0,081 0,075 0,162 0,079 0,088 0,092 

DTU-IV 0,095 0,084 0,082 0,155 0,079 0,089 

DTU-V 0,070 0,065 0,077 0,063 0,155 0,095 

DTU-VI 0,088 0,084 0,089 0,077 0,100 0,162 

CL14 0,215 0,237 0,246 0,214 0,262 0,360 

Table 4 - Comparison of the spectral library against the 6 DTUs and CL14 strain. The database was 712 

constructed with six DTUs (DTU-I – DTU-VI) after the library was constructed and it was used for 713 

comparison of the DTUs and CL14, which is not included in the database. 714 

 715 

Figures: 716 

Figure 1: Tc-STAMS2 workflow. (A) Proteins were extracted from T. cruzi cells, digested and subjected 717 

to nLC-MS/MS analysis. MS/MS spectra were clustered and merged to generate a reference mass 718 

spectral library. (B) The same steps described in panel A were used for the unknown samples. C) The 719 

generated spectra were compared with the reference library in order to assign every unknown 720 

sample to a particular T.cruzi strain. (D) The data obtained by MSMS mass spectrometry were 721 

searched against the T.cruzi protein database. 722 

 723 

Figure 2: Tc-STAMS2 approach tested against : 1) the CL14 T.cruzi strain, 2) T. vivax dataset and 3) LC-724 

MS/MS datasets from E.coli and human placental tissues. 725 

 726 

Fig 3. Tc-STAMS2
 
was tested for its robustness towards technical and experimental variations. Two 727 

unknown T.cruzi strains (A and B) were processed as described in figure 1 and acquired in the CEFAP 728 

mass spectrometry facility in Sao Paulo, Brazil. The spectral library was built with data acquired in 729 

the PR group, Odense, Denmark using a similar LC-MS/MS setup. A1 and A2 are a biological 730 

duplicate of T.cruzi DTU-III. B is the T.cruzi DTU-I. B/acid: Peptides derived from sample B were 731 

purified using acidic conditions (0.1% TFA). B/basic: Peptides derived from sample B were purified 732 

using basic conditions (0.1% ammonia water). CID - Collision-Induced Dissociation and HCD - Higher-733 

energy collisional dissociation. High and Low indicate the amount of sample injected into the LC-MS 734 

system, 1 and 0.5 ug, respectively. 735 

 736 

Fig. 4 - Principal component analysis (PCA) of the proteins of the six DTU plus CL14. DTU I - Red, DTU 737 

II - Blue, DTU III - Yellow, DTU IV - Orange, DTU V – Black, DTU VI – Green and CL14 - Grey.  738 

 739 

Supplementary figures: 740 

Supplementary Figure S1: LC-MS chromatographic profile of peptides belonging to the four 741 

replicates from DTU I. The Pearson correlation score is reported on the right side of the 742 

chromatogram. 743 

 744 

Supplementary Figure S2: LC-MS chromatographic profile of peptides belonging to the six T.cruzi 745 

strains. 746 

 747 

Supplementary Figure S3: LC-MS chromatographic profile of peptides belonging to the CLBrener and 748 

CL14 T.cruzi strains. 749 

 750 

Supplementary Figure S4: LC-MS chromatographic profile of peptides belonging to the DTU-I 751 
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acquired in the PR Group, Odense, Denmark and in the CEFAP mass spectrometry facility at USP, Sao 752 

Paulo, Brazil. 753 

 754 

Supplementary Fig S5. A. Peptide identifications using MaxQuant, TPP and Proteome DiscovererTM 755 

softwares. B. Protein identifications using MaxQuant, TPP and Proteome DiscovererTM softwares. 756 

Supplementary Figure S6: Heat map of differentially regulated A) peptides and B) proteins. 757 

 758 

Supplementary Figure S7 - Multi Scatter Plot of the six DTUs with four technical replicates each using 759 

peptides. A – DTU I, B – DTU II, C – DTU III, D – DTU IV, E – DTU V and F – DTU VI. 760 

 761 

Supplementary Figure S8 - Multi Scatter Plot constructed using the peptides with all DTUs + CL14, 762 

using only a technical replica for each DTU. 763 

 764 

 765 

Supplementary tables: 766 

Supplementary table S1, S2 and S3: number of protein IDs using the MaxQuant, TPP and Proteome 767 

Discoverer platforms. 768 

Supplementary table S4: Number of PSMs and unannotated MS/MS spectra. 769 

Supplementary table S5: Regulated peptides and proteins among the six DTUs. 770 
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