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RESUMO

O conhecimento dos tripanossomatídeos vem principalmente dos heteroxenos que foram

muito mais estudados por terem impactos negativos na sociedade, deixando o maior grupo de

tripanossomatídeos (monoxenos) quase esquecido por muito tempo. No entanto, os monoxenos se

tornaram relevantes recentemente por serem bons modelos para entender a origem do parasitismo e a

evolução dos heteroxenos, devido a serem basais a todos os heteroxenos importantes e

compartilharem características genéticas comuns, além de co-infectar os hospedeiros desses

heteroxenos. Diante dessa necessidade, este estudo tem como objetivo caracterizar o genoma do

monoxeno Blechomonas sp. TCC303E (Classe Kinetoplastea; subfamília Blechomonadinae) através

de técnicas bioinformáticas para analisar aspectos genômicos e evolutivos desse organismo,

expandindo assim a disponibilidade de dados genéticos deste gênero, que até agora tinha disponível

apenas a sequência genômica da espécie-tipo, Blechomonas ayalai. Blechomomas são parasitas

extremamente polimórficos e exclusivos das pulgas (Siphonaptera), as quais podem transmitir agentes

etiológicos de doenças veterinárias e médicas. Nossos resultados mostram uma montagem com uma

cobertura média de 38,6 vezes, de boa qualidade e composta de 728 scaffolds, com N50 de ~61 kbp e

uma média de GC de 50,3%. Um dos scaffolds contém DNA mitocondrial, com uma média de GC de

19,7%. Foram preditos 8.044 CDS, das quais foram anotadas funcionalmente 7.002, além de genes de

RNAs: 71 tRNAs, 4 rRNAs, 62 RNAs não codificantes. A análise de sintenia mostrou que

Blechomonas mantém uma arquitetura genômica semelhante à dos demais tripanossomatídeos,

formada por grandes blocos sintênicos altamente conservados e consistentes com suas distâncias

filogenéticas. Identificamos 10.753 grupos ortólogos (GOs) entre os 12 organismos usados neste

estudo, com 2803 GOs de cópia única e 6992 proteínas específicas de espécies agrupadas em 1497

GOs. A análise filogenômica empregando os 2803 GOs de cópia única, baseada em modelos de

coalescência de múltiplas espécies, reafirma uma origem precoce do gênero Blechomonas, como um

clado irmão dos tripanossomatídeos, exceto por Trypanosomatinae (Trypanosoma spp.) e

Paratrypanosomatinae (Paratrypanosoma spp.). As distribuições das categorias funcionais e de

domínio de Blechomonas sp. TCC303E mostraram tendências similares aos outros

tripanossomatídeos, com reduções nas redundâncias funcionais e expansões dos caracteres ancestrais,

especialmente aquelas famílias multigênicas que possibilitam as mudanças morfológicas,

aproveitamento de nutrientes e interação com os hospedeiros. Em conclusão, em Blechomonas sp.

TCC303E, como nos demais tripanossomatídeos, as distribuições assimétricas dos repertórios

genéticos, especialmente aquelas das famílias multigênicas de superfície, peptidases e transposons

seriam as adaptações que provavelmente possibilitaram a sobrevivência no seu hospedeiro.

Palavras chaves: Blechomonas, monoxenos, genômica, filogenômica.



ABSTRACT

Calderon-Tantalean, J. F. Comparative and evolutionary analysis of the genome of the

monoxenous trypanosomatid Blechomonas sp. TCC303E. Dissertação (Mestrado em

Bioinformática) - Programa Interunidades em Bioinformática, Universidade de São Paulo, São Paulo,

2022.

Knowledge about trypanosomatids derives mainly from the heteroxenous species, which have

been studied much more due to their negative impacts on society, leaving the largest trypanosomatid

group (the monoxenous ones) nearly forgotten for a long time. However, the monoxenous species

have recently become relevant due to being good models for understanding the origin of parasitism

and the origin of the heteroxenous species. That is a consequence of the monoxenous being basal to

the most important heteroxenous species, sharing many genetic features, as well as co-infecting the

same hosts. With that in mind, this study aims at characterizing the genome of the monoxenous

species Blechomonas sp. TCC303E (Class Kinetoplastea; subfamily Blechomonadinae) by

bioinformatic techniques, analyzing genomic and evolutionary aspects of this organism, thus

expanding the availability of genetic data about this genus, which until now had only one genomic

sequence available, that of the type-species, Blechomonas ayalai. Blechomomas spp. are extremely

polymorphic parasites that are restricted to fleas (Siphonaptera), which can transmit the etiologic

agents of several medical and veterinary diseases. Our results include a good-quality assembly with

average coverage of 38.6 fold and composed of 728 scaffolds, with an N50 of ~61 kbp and average

GC composition of 50.3%. One of the scaffolds contains the mitochondrial DNA, with an average GC

of 19.7%. Gene prediction yielded 8,044 CDS, of which 7,002 received functional annotation, as well

as RNA genes: 71 tRNAs, 4 rRNAs, 62 other non-coding RNAs. Synteny analysis showed that

Blechomonas conserves a genomic architecture that is similar to that of the other trypanosomatids,

characterized by large and highly conserved syntenic blocks, with conservation inversely proportional

to phylogenetic distances. We identified 10,753 orthologous groups (OGs) among the 12 organisms

analyzed in this study; 2,803 OGs were single-copy and 6,992 species-specific proteins were grouped

in 1,497 OGs. Phylogenomic analysis using the 2,803 single-copy OGs, based on multiple species

coalescence models, reaffirms an early origin for the genus Blechomonas, as a sister clade of all

trypanosomatids excluding Trypanosomatinae (Trypanosoma spp.) and Paratrypanosomatinae

(Paratrypanosoma spp.). Functional category and domain distribution in Blechomonas sp. TCC303E

showed similar trends to other trypanosomatids, with reduction in functional redundancies and

expansion of ancestral characters, especially the multigene families that enable morphological

changes, acquisition and processing of nutrients, and interaction with the hosts. In conclusion, in

Blechomonas sp. TCC303E, as in the the other trypanosomatids, the asymmetric distributions of

genetic repertoires, especially the multigene families for surface proteins, peptidases and transposons,

would be the adaptations that are likely to have enabled survival in the host.

Keywords: Blechomonas, monoxenous, genomics, phylogenomics.
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INTRODUÇÃO

A classe Kinetoplastea é formada por protozoários que apresentam como sinapomorfia o

cinetoplasto, que é uma rede de moléculas de DNA circular concatenadas (os mini- e maxicírculos)

dentro da única mitocôndria e está normalmente associado ao corpo basal do flagelo. Além disso,

apresentam outras características peculiares da classe que incluem: (i) um complexo sistema de edição

de RNA mitocondrial, com gasto de energia; (ii) trans-splicing em todos os transcritos de mRNA; (iii)

genes agrupados em grupos policistrônicos; (iv) modificações únicas de nucleotídeos; (v) presença de

glicossomas (compartimento celular com enzimas peroxissomais e para a glicólise) (Simpson et al.

2006). Nesta classe encontramos uma grande abundância e diversidade de organismos, que só são

superadas pelo filo Apicomplexa, e em gama de hospedeiros, é superada apenas por nematóides

parasitas (Pawlowski et al. 2012; Vickerman 1994). Isto lhes permitiu serem distribuídos amplamente

e muito adaptáveis. Nesta classe, como nas principais linhagens eucarióticas (Apicomplexa,

Microsporidia e Neodermata), o parasitismo também está presente, e surgiu de forma independente

várias vezes com uma distribuição não uniforme em suas cinco ordens: de modo intermitente, como

nas ordens Eubodonida, Parabodonida, Neobodonida (organismos principalmente de vida livre,

chamados bodonídeos), ou de forma constante, como nas ordens Prokinetoplastida e

Trypanosomatida, que abrigam apenas organismos parasitas (Lukeš et al. 2014; Maslov et al. 2001;

Simpson et al. 2006). Desta forma, a distribuição dos estilos de vida também é uma característica

interessante desta classe, se o que se pretende é entender a origem do parasitismo, uma vez que cada

grupo de parasitas possui parentes de vida livre que são filogeneticamente próximos, então a classe

Kinetoplastea abriga um bom cenário para entender a origem do parasitismo.

A família Trypanosomatidae (ordem: Trypanosomatida), é uma grande família de parasitas

uniflagelados obrigatórios que concentra a maior diversidade de cinetoplastídeos e número de

hospedeiros, infectando invertebrados e todas as classes de vertebrados e plantas (Jackson 2015;

Stevens et al. 1999). Esses parasitas têm dois tipos de ciclos de vida: monoxênicos, que requerem

somente um hospedeiro para completar seu ciclo biológico, ou heteroxênicos, que também requerem

um organismo intermediário (geralmente insetos) para infectar seu hospedeiro, que pode ser uma

planta ou vertebrado (Maslov et al. 2001). Ambos os ciclos de vida podem ser complexos

(especialmente em heteroxenos), que manifestam diversos fenótipos e morfotipos; sendo os principais

morfotipos: tripomastigota, promastigota, amastigota, opistomastigota, epimastigota e coanomastigota

(Alcolea et al. 2014; Wheeler et al. 2013).

Além do tipo de ciclo de vida e morfotipo, a taxonomia atual dos tripanossomatídeos usa um

sistema de “códigos de barras” moleculares, complementado por outras informações taxonômicas

relevantes, como a identidade do hospedeiro e a localização da espécie dentro do hospedeiro. Para a
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família Trypanosomatidae, o sistema de código de barras molecular usa majoritariamente os genes do

SSU rRNA e da gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase glicossomal (gGAPDH) para a classificação

em níveis superiores, inclusive até gênero, e as sequências do gene spliced leader (SL) de RNA e sua

respectiva região intergênica para o nível de espécie. Desta forma, as novas espécies são representadas

por meio de proxies ou unidades de tipagem (TU, Typing units) (Votýpka et al. 2013). Para distinguir

essas TUs individualmente, um limiar de corte de 90% de similaridade entre as sequências foi

estabelecido, com base na análise de diferentes Leishmania (Maslov et al. 2007; Votýpka et al. 2012a).

Por outro lado, a disposição dos nichos biológicos é um fator importante na história evolutiva dos

tripanossomatídeos que tem levado a várias vias de infecção e, em muitos casos, baixa especificidade

para seus hospedeiros (promíscuos); isso resultou na mesma espécie preferindo diferentes locais de

colonização e hospedeiros (Kaufer et al. 2017; Maslov et al. 2013; Votýpka et al. 2012b); Por

exemplo, monoxenos capazes de infectar insetos da ordem Hemiptera e Diptera foram relatados, ao

contrário de algumas espécies de heteroxênicos, como Leishmania, que infectam espécies específicas

de mosquito-palha (flebotomíneos) (Votýpka et al. 2013). Outro aspecto a se considerar na descrição

de uma espécie é a patogenicidade em seus insetos hospedeiros, sendo considerada sub patogênica,

intermediária e patogênica; onde o primeiro tem efeitos adversos em condições desfavoráveis ​​e o

patogênico tem efeitos adversos mesmo em condições normais (Schaub 1994).

Os heteroxenos são transmitidos por insetos fitófagos ou hematófagos, principalmente das

ordens Diptera e Hemiptera. São os tripanossomatídeos mais bem estudados devido à sua importância

na medicina, medicina veterinária e economia, o que permitiu ampliar o conhecimento inicial sobre os

tripanossomatídeos. É sabido que a maioria das doenças causadas por tripanossomatídeos é zoonótica,

sendo os animais hospedeiros chaves para manter a endemicidade, o que representa um problema de

saúde pública em todos os continentes (Kaufer et al. 2017; Lukeš et al. 2018; Sylvia e Aldo 2019). Os

heteroxenos possuem uma grande variedade de hospedeiros, incluindo o homem e animais

domésticos, nos quais causam doenças importantes por meio de espécies do gênero Trypanosoma e

Leishmania, ou podem causar sérios danos na agricultura por meio de espécies do gênero

Phytomonas, que afetam as plantas (Kaufer et al. 2017; Lukeš et al. 2018; Sylvia e Aldo 2019);

(Rangel et al. 2019). Esses organismos diferem muito em suas estratégias de sobrevivência e ciclos de

vida. Por exemplo, as espécies icônicas Trypanosoma cruzi (doença de Chagas), Trypanosoma brucei

(doença do sono) e Leishmania spp (leishmaniose), também conhecidos como Tritryp​(Berriman et al.

2005; El-Sayed et al. 2005a; Ivens et al. 2005), têm ciclos de vida zoonóticos ou antroponóticos e são

transmitidos por insetos hematófagos. T. brucei passa por um complexo desenvolvimento para

produzir formas flageladas infecciosas nas glândulas salivares da mosca tsé-tsé, para posteriormente

se espalhar na sangue do hospedeiro vertebrado com variações antigênicas para evitar a resposta

imune do hospedeiro. Por sua vez, o T. cruzi é transmitido pelas fezes de um triatomíneo e estabelece

uma infecção crônica em seu hospedeiro por meio da disseminação intracelular. Já as leishmanias são
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transmitidas a seus hospedeiros mamíferos e répteis pelo mosquito-palha, onde evitam a resposta

imune por meio da propagação dentro dos macrófagos (Kaufer et al. 2017; Lukeš et al. 2018).

O evidente impacto negativo dos heteroxenos na sociedade justificou o estudo intensivo

desses organismos, o que deixou os monoxenos quase esquecidos por muito tempo, apesar de

representarem a maioria da família Trypanosomatidae. Nesse sentido, pouco se sabe sobre a

diversidade, distribuição e biologia desses organismos. Na verdade, a biodiversidade de monoxênicos

pode ser maior do que poderia ser estimado com base na amostragem realizada até o momento de uma

pequena fração de hospedeiros potenciais de tripanossomatídeos em alguns países (2.500 insetos

amostrados de um milhão estimado), que é suportado pelo número crescente de novas espécies

descritas, que até o momento são 300 TUs, configurando atualmente 17 gêneros: Herpetomonas,

Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas, Wallacemonas, Sergeia, Strigomonas, Angomonas,

Rhynchoidomonas, Paratrypanosoma, Kentomonas, Lotmaria, Lafontella, Jaenimonas, Zelonia,

Novymonas, e Blechomonas (Kaufer et al. 2017, 2019; Lukeš et al. 2018; Rangel et al. 2019).

De forma similar, o conhecimento do ciclo de vida de organismos monoxênicos é escasso,

sendo uma generalização baseada na descrição do desenvolvimento de poucas espécies, como

Leptomonas ctenocephali em pulgas e Strigomonas oncopelti em percevejos da espécie Oncopeltus

fasciatus (Kaufer et al. 2017). Os monoxenos parasitam principalmente insetos das ordens Heteroptera

e Diptera, e ocasionalmente infectam as ordens Lepidoptera e Siphonaptera; nesses insetos, os

monoxenos colonizam todo o trato digestivo, túbulo de Malpighi, glândulas salivares e alguns

invadem a hemocele, conforme relatado principalmente em triatomíneos (Lukeš et al. 2018; McGhee

e Cosgrove 1980; Votýpka et al. 2013). Ao contrário dos heteroxenos, os monoxenos são em sua

maioria não patogênicos ou pouco patogênicos, com algumas exceções, destacando a espécie

Crithidia bombi, que parasita abelhas da espécie Bombus terrestris, usada na polinização (Brown et al.

2003), e Blastocrithidia triatoma, que parasita vetores triatomíneos (Hemiptera, Reduviidae) da

doença de Chagas (Schaub 1994, 2009); essas espécies estabelecem infecções crônicas e debilitantes

em seus hospedeiros, além de gerar mudanças em seu comportamento, consumo de alimentos, atraso

no desenvolvimento, resposta imune, capacidade de inanição e redução do tempo de vida e da taxa de

reprodução (Lukeš et al. 2018; McGhee e Cosgrove 1980; Votýpka et al. 2013).

A transmissão dos monoxenos é realizada por diversas vias, como coprofagia direta,

predação, canibalismo e transmissão vertical pela superfície dos ovos (Kaufer et al. 2017; Maslov et

al. 2013; Votýpka et al. 2012b). Além disso, sua transmissão é potencializada devido à promiscuidade

exibida por alguns tripanossomatídeos, o que lhes confere grande potencial infectante, sendo uma

preocupação em espécies como C. bombi que podem infectar outras espécies de abelhas polinizadoras

(Colla et al. 2006; Plischuk e Lange 2009). Talvez esse potencial infeccioso tenha possibilitado a

adaptabilidade inesperada a novos organismos, demonstrada por algumas espécies de monoxenos
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vistos infectando vários organismos, desde plantas até vertebrados (como roedores e animais

domésticos), incluindo pacientes com leishmania ou imunocomprometidos (Kraeva et al. 2015;

McGhee e Cosgrove 1980; Morio et al. 2008; Pacheco et al. 1998). Essas transmissões incomuns

podem nos dar novas perspectivas para entender a origem do ciclo de vida heteroxênico (Sloan et al.

2019), o que é corroborado por vários estudos que demonstraram que todos os heteroxenos

importantes são derivados de monoxenos ancestrais, com os quais também compartilham

características genéticas comuns (Barratt et al. 2017). Nesse contexto, os monoxênicos se apresentam

como bons modelos para o estudo da origem e evolução do parasitismo heteroxênico devido às

características interessantes que apresentam, como grande diversidade biológica, distribuição

cosmopolita, potencial impacto na fisiologia de seus hospedeiros, e estreita relação evolutiva e

genética com heteroxenos (Kaufer et al. 2017; Lukeš et al. 2018; Sylvia e Aldo 2019); (Kaufer et al.

2017; Lukeš et al. 2018; Sylvia e Aldo 2019).

O sistema taxonômico dos tripanossomatídeos teve início há cerca de 60 anos, com base na

morfologia, ciclo de vida e tipo de hospedeiro (taxonomia clássica) que permitiu traçar os primeiros

esquemas da filogenética dos tripanossomatídeos (Hoare e Wallace 1966; Wallace 1966). Naquela

época, a subordem Trypanosomatina foi definida (um flagelo e cinetoplasto reduzido, atual família

Trypanosomatidae) e os monoxenos foram considerados “tripanossomatídeos inferiores”, com a

suposição de que todos os tripanossomatídeos evoluíram de um monoxênico ancestral comum. No

entanto, esse sistema gerou táxons polifiléticos, devido ao fato de alguns táxons, principalmente

monoxênicos, não apresentarem características morfológicas peculiares que os definam em nível de

espécie ou mesmo de gênero (Jirků et al. 2012). Em seguida, a microscopia eletrônica contribuiu com

a taxonomia, mas sem resultados destacados (Souza 2008).

Com o advento da filogenética molecular, a taxonomia atual afirmou e redefiniu alguns

táxons antigos, bem como definiu novos, incluindo níveis taxonômicos mais elevados (Kostygov e

Yurchenko 2017). Por exemplo, as ambiguidades presentes em alguns táxons definidos pela

taxonomia clássica foram mostradas (Crithidia, Blastocrithidia, Herpetomonas e Leptomonas), bem

como outros reafirmados (Trypanosoma, Leishmania e Phytomonas); foi definida a primeira

subfamília, Leishmaniinae, que inicialmente resultou da combinação dos gêneros monoxênicos

Leptomonas e Crithidia com o gênero heteroxênico Leishmania (Jirků et al. 2012), além dos táxons

que abrigam endossimbiontes, mais tarde definidos nos gêneros Angomonas e Strigomonas (Maslov et

al. 2013); Atualmente, Leishmaniinae juntamente com as subfamílias Strigomonadinae (abriga

endossimbiontes) e Blechomonadinae (parasitas de pulgas), bem como alguns gêneros, como

Trypanosoma, formam a família atual Trypanosomatidae (Yurchenko et al. 2016). Por outro lado, a

filogenia molecular demonstrou que o conceito de "tripanossomatídeos inferiores" não era totalmente

verdadeiro, uma vez que alguns gêneros como o Trypanosoma são basais em relação a alguns gêneros

monoxênicos como Crithidia e Blechomonas, apoiado no fato de que nem todos os
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tripanossomatídeos mostram a mesma taxa de evolução. Apesar disso, o parasitismo monoxênico é

amplamente aceito como a forma mais primitiva e ancestral de parasitismo, apoiado na posição mais

basal do monoxeno Paratrypanosoma confusum na filogenia molecular dos tripanossomatídeos

(Kaufer et al. 2017). Nesse esquema, acredita-se que os tripanossomatídeos monoxênicos são

derivados de bodonídeos de vida livre que se adaptaram ao habitat intestinal de insetos e se tornaram

heteroxênicos com o aparecimento de vertebrados na era Mesozóica há 230 M. (Sylvia e Aldo 2019)

Por outro lado, apesar de a filogenia molecular ter melhorado notavelmente a resolução

filogenética e ser o guia da taxonomia atual, ainda apresenta algumas imprecisões nas árvores

filogenéticas que variam de acordo com o locus ou grupo externo usado, elas também variam

dependendo se certos taxa estão incluídos ou não, e também a robustez depende da quantidade de

táxons considerados na análise. Uma alternativa para reduzir esses efeitos variáveis ​​é usar múltiplos

loci e táxons informativos filogeneticamente. Para este fim, é necessário aumentar o repertório

genético de novas espécies e utilizar métodos comparativos com alto poder de resolução que

permitam obter árvores filogenéticas o mais exatas possível (Kaufer et al. 2017); isso é fundamental

em estudos evolutivos e comparativos.

Com a chegada das novas tecnologias de sequenciamento de alto desempenho, como a

genômica e a transcriptômica por tecnologias de segunda geração, passou a haver uma quantidade

muito maior de informação genética de organismos tanto de vida livre como parasitas, incluindo

monoxenos. Esses dados, por meio de métodos comparativos, como a genômica comparativa e a

filogenômica, possibilitaram estudos mais confiáveis e robustos em vários campos como na evolução,

epidemiologia, genética e fisiologia dos parasitas. Além disso, permitiram encontrar alvos

farmacológicos. Os estudos revelaram vários aspectos genéticos únicos da família Trypanosomatidae

com relação ao restante dos eucariotos, bem como homologias e particularidades entre organismos

monoxênicos e heteroxênicos.

Os primeiros genomas sequenciados de tripanossomatídeos foram os Tritryp​, que são

protozoários hemoflagelados de grande importância médica. Esses genomas, por meio da genômica

comparativa, revelaram altos níveis de polaridade de cadeia com grandes conjuntos de genes

co-transcritos (transcrição policistrônica) e sintenia conservada entre estas espécies (Berriman et al.

2005; El-Sayed et al. 2005b; Ivens et al. 2005).

No caso de organismos de vida livre, (Opperdoes et al. 2016) analisaram o metabolismo de

Bodo saltans, protista bacterívoro de vida livre amplamente distribuído em ambientes aquáticos, em

conjunto com tripanossomatídeos monoxênicos e dixênicos, a fim de entender a transição do estilo de

vida livre para parasitário. Para isso, foram sequenciados e anotados genomas representativos. O

número de genes codificantes de proteínas preditas em B. saltans foi mais alto que nos

tripanossomatídeos, como esperado em um organismo de vida livre. A análise comparativa mostrou
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também abundante transferência lateral de genes de origem bacteriana encontrados tanto em

“bodonídeos” quanto em tripanossomatídeos; estes genes foram adquiridos pelo ancestral comum de

“bodonídeos” e tripanossomatídeos. Estes últimos perderam vias metabólicas completas quando

adquiriram estilo de vida parasitário. A presença de um gene codificante de uma enzima de

degradação da trealose pode ter fornecido ao ancestral simbionte ou parasita oportunista uma enorme

vantagem evolutiva pelo acesso a uma das maiores fontes de energia no inseto. Por outro lado, os

tripanossomatídeos adquiriram novos genes que podem ter aumentado a flexibilidade de seus

metabolismos e suas possibilidades de adaptação a novos hospedeiros, fazendo dos

tripanossomatídeos um dos grupos de parasitas mais bem sucedidos.

O estudo de (Kraeva et al. 2015) ​sobre o tripanossomatídeo monoxênico​ Leptomonas

seymouri, parente muito próximo de Leishmania spp., o qual é encontrado frequentemente

co-infectando humanos junto com Leishmania donovani (Singh et al. 2013), buscou avaliar seu

potencial infectivo em vertebrados e sua capacidade de utilizar os vetores de transmissão do parasita

dixênico L. donovani.​Para isto, foram comparados o genoma completo de ​L. seymouri (termoestável

a 35 °C) e seus perfis de expressão com aqueles de espécies termosensíveis monoxênicas e

termoestáveis dixênicas. Os resultados mostraram que L. seymouri tem 26 grupos ortólogos não

compartilhados com as outras espécies monoxênicas analisadas, o que poderia ser a causa de sua

termoestabilidade. Por outro lado, ​ L. seymouri possui dois grupos ortólogos presentes nas espécies

dixênicas do gênero ​Leishmania mas não nas outras monoxênicas analisadas: uma proteína kinase-like

e uma proteína ubiquinol-citocromo c redutase. Estudos prévios mostraram que as proteínas kinase

estão envolvidas na diferenciação de amastigotas em ​Leishmania ​spp., um processo influenciado por

mudanças de temperatura. Se concluiu ainda que L. seymouri desenvolveu várias adaptações que

permitem que cresça bem a 35 °C, e continua sendo uma espécie predominantemente monoxênica que

não consegue infectar macrófagos de mamíferos, seja sozinha ou em coinfecção com ​Leishmania. ​

Um dos grupos de monoxênicos esquecidos é o gênero Blechomonas (subfamília

Blechomonadinae), que foi descrito pela primeira vez em 2013, com base na análise das sequências

dos genes SSU rRNA e gGAPDH, e desde então tem recebido pouca atenção, assim até o momento

apenas a sequência genômica de sua espécie-tipo, Blechomonas ayalai, está disponível, porém

existem 11 TUs que compõem este gênero, sendo esses : B. maslovi, B. campbelli, B. keelingi, B.

englundi, B. juanalfonzi, B. lauriereadi, B. wendygibsoni, B. luni, B. danrayi, B. pulexsimulantis

(Grybchuk et al. 2018; Votýpka et al. 2013). Esse gênero é composto por organismos extremamente

polimórficos, com tamanhos celulares que variam significativamente e apresentam diferentes

morfotipos como promastigotas, coanomastigotas e amastigotas, embora outros morfotipos não sejam

excluídos. Como consequência, Blechomonas não apresenta características morfológicas únicas que o

distingam como gênero (Grybchuk et al. 2018; Votýpka et al. 2013). Esses parasitas são exclusivos

das pulgas (Siphonaptera), insetos holometabólicos que se comportam como ectoparasitas de uma
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grande variedade de animais, principalmente mamíferos (94%) da ordem Rodentia (74%), além de

incluir o homem como hospedeiro habitual, ou comportar-se como vetores para agentes etiológicos de

doenças veterinárias e médicas (incluindo vírus, bactérias e protozoários). A maioria das pulgas tem

alta especificidade de hospedeiro e algumas coevoluem com elas, embora possa haver trocas

acidentais com outros hospedeiros, causando a transmissão de doenças. As pulgas têm ampla

distribuição, desde o Ártico até a Antártica, com algumas espécies cosmopolitas, como as

relacionadas com humanos, animais domésticos e pecuária, ou com roedores como as espécies

Xenopsylla cheopis, Pulex irritans e Ctenocephalides felis felis (Linardi 2017).

As pulgas são colonizadas por Blechomonas, principalmente no intestino grosso, posição que

está de acordo com o ciclo de vida proposto para esses parasitas. Propõe-se que as larvas das pulgas

sejam infectadas pela ingestão de ovos de suas espécies com superfícies contaminadas ou por

coprofagia (fezes de pulgas infectadas) e necrofagia (insetos infectados mortos); Desta forma,

Blechomonas permanece durante todas as fases do desenvolvimento do inseto (metamorfose) até

atingir a fase adulta, para então continuar com o ciclo infeccioso. A taxa de infecção por

tripanossomatídeos varia amplamente de acordo com as espécies de pulgas, desde espécies sem

infecção até aquelas que, além de Blechomonas, abrigam uma mistura de outros monoxênicos

(Herpetomonas e Leptomonas) e heteroxênicos (principalmente Trypanosoma); portanto, o

parasitismo de Siphonaptera por Blechomonas não define esse táxon per se, uma vez que outros

tripanossomatídeos também exploram esse nicho biológico. Desse modo, devido à mistura infecciosa

e ao seu papel como vetor de várias doenças, é possível pensar na possibilidade de o Blechomonas ser

ocasionalmente transmitido para vertebrados de sangue quente, incluindo o homem (Grybchuk et al.

2018; Votýpka et al. 2013), conforme relatado para outros monoxênicos, embora essa possibilidade

ainda seja desconhecida. No entanto, é interessante mencionar a descoberta de uma espécie

semelhante a B. pulexsimulantis causando uma infecção oportunista em pacientes com HIV

(Grybchuk et al. 2018; Pacheco et al. 1998; Votýpka et al. 2013). Isso evidencia mais uma vez a

necessidade de estudar esse táxon, assim como os demais táxons monoxênicos, que escondem uma

grande quantidade de informações que poderiam redefinir qualquer teoria evolutiva que não leve em

conta sua existência (Kaufer et al. 2017; Lukeš et al. 2018; Sylvia e Aldo 2019). Diante dessa

necessidade, este estudo tem como objetivo caracterizar o genoma de Blechomonas sp. TCC303E,

expandindo assim a disponibilidade de dados genéticos neste gênero. Esses dados serão submetidos a

uma abordagem de genômica comparativa e filogenômica com outros tripanossomatídeos para um

melhor entendimento dos aspectos genéticos e evolutivos do parasitismo em tripanossomatídeos.

Atualmente, estudos filogenéticos posicionam Blechomomas como um clado irmão de todos

os tripanossomatídeos, com exceção das subfamílias Trypanosomatinae e Paratrypanosomatinae, o

que sugere uma origem precoce (Grybchuk et al. 2018). Acredita-se que a adaptação de Blechomonas
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em pulgas seja um evento raro, provavelmente devido à grande pressão evolutiva exercida pelas

peculiaridades do ciclo de vida de seu hospedeiro (Lukeš et al. 2018; McGhee e Cosgrove 1980;

Votýpka et al. 2013).

II. Justificativa

Como mencionado acima, o conhecimento dos tripanossomatídeos vem principalmente dos

heteroxenos que foram muito mais estudados por terem impactos negativos na sociedade, deixando o

maior grupo dos tripanossomatídeos (monoxenos) quase esquecido por muito tempo. Como resultado

disso, ainda agora se dispõe de um maior repertório genético dos heteroxenos, como das espécies do

gênero Trypanosoma, Leishmania e Phytomonas. Isso gerou vieses e imprecisões nos estudos

evolutivos dos tripanossomatídeos que visam entender a origem do parasitismo e a evolução do estilo

de vida heteroxeno. Uma alternativa para reduzir essas ambiguidades é aumentar o repertório genético

com novas espécies de monoxenos e utilizar métodos comparativos com alto poder de resolução que

permitam obter árvores filogenéticas o mais exatas possível.

O uso de novas técnicas tem mudado a taxonomia ao longo do tempo. A chegada e redução

dos custos das novas tecnologias de sequenciamento de alto desempenho incrementou de forma

significativa a quantidade da informação genética disponível de grupos pouco estudados, como os

monoxenos, e tornou possível a aplicação de métodos comparativos de alto poder de resolução que

usam milhares de marcadores moleculares, como a genômica e a filogenômica.

Por outro lado, os monoxenos se tornaram relevantes recentemente por serem bons modelos

para entender a origem do parasitismo e a evolução dos heteroxenos, devido a serem basais a todos os

heteroxenos importantes e compartilharem características genéticas comuns, além de co-infectar os

hospedeiros desses heteroxenos que incluem animais domésticos e pacientes com leishmânia ou

imunocomprometidos. Essas transmissões incomuns podem nos dar novas perspectivas para entender

a origem do ciclo de vida heteroxênico. Em tripanossomatídeos, os nichos biológicos têm um papel

importante na sua história evolutiva que tem levado a várias vias de infecção e, em muitos casos,

baixa especificidade para seus hospedeiros (parasitas promíscuos); isso resultou na mesma espécie

preferindo diferentes locais de colonização e hospedeiros.

Ante à necessidade mencionada anteriormente, este estudo tem como objetivo caracterizar o

genoma do monoxeno Blechomonas sp. TCC303E (Classe Kinetoplastea; subfamília

Blechomonadinae) e analisar os aspectos genômicos e evolutivos desse organismo, expandindo assim

a disponibilidade de dados genéticos deste gênero, uma vez que, até o momento estava disponível

apenas a sequência genômica da espécie-tipo, Blechomonas ayalai. Expandir esses conhecimentos,

pode levar a novas e mais robustas hipóteses sobre a origem do parasitismo por comparação com

espécies parasitas próximas. Ademais, um dado interessante deste género é a descoberta de uma
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espécie semelhante a B. pulexsimulantis causando uma infecção oportunista em pacientes com HIV.

III. Objetivos

III.1 Objetivo geral
Investigar e comparar o genoma do monoxeno Blechomonas sp. TCC303E com os genomas

de outros tripanossomatídeos através de técnicas de bioinformática e filogenômica.

III.2 Objetivos específicos

1. Caracterizar os contigs e scaffolds da montagem de Blechomonas sp. TCC303E

2. Realizar predição gênica e anotação dos genes de Blechomonas sp. TCC303E

3. Comparar o genoma de Blechomonas sp. TCC303E com aqueles de outros

tripanossomatídeos previamente sequenciados.

4. Verificar, por filogenia multigênica (filogenômica), a posição filogenética de Blechomonas

sp. TCC303E em relação a outros tripanossomatídeos.

IV. Metodologia e perspectivas

IV.1 Sequências e montagem do genoma

O departamento de Parasitologia do Instituto de Ciências Biomédicas (USP) em conjunto com

o Department of Microbiology and Immunology, Virginia Commonwealth University, EUA

desenvolveu um grande projeto denominado Assembling the Tree of Life – Phylum Euglenozoa

(AToLE). Os dados fornecidos por esse projeto serão essenciais para diversas pesquisas envolvendo o

Filo Euglenozoa (Euglenida, Diplonemida e Kinetoplastida), estando o Prof. Dr. João Marcelo Pereira

Alves encarregado de estudar os genomas e transcriptomas de diversos organismos da classe

Kinetoplastida, além do desenvolvimento de ferramentas de bioinformática. Os dados genômicos

novos (não publicados) que foram utilizados neste trabalho vêm, portanto, do projeto AToLE.

O organismo analisado neste projeto, Blechomonas sp. TCC303E, foi isolado de uma pulga da

espécie Pulex irritans (Pulicidae), nos Estados Unidos da América, Estado da Flórida, cidade de

Alachua. O genoma do parasita foi sequenciado em nível rascunho através da plataforma Illumina

MiSeq, na Virginia Commonwealth University, como parte do projeto mencionado acima.

O sequenciamento do genoma de Blechomonas sp. TCC303E gerou um total de 13.967.172

de leituras pareadas (2x300). Com esses dados foi gerada uma montagem utilizando-se o programa
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Newbler v. 2.9 (Roche 454), com parâmetros default (exceto pelo uso de -large, necessário devido às

repetições no genoma, que tornam a montagem lenta).

Também foram baixadas sequências genômicas da base de dados de NCBI (National Center

for Biotechnology Information) e da base de dados de Kinetoplastida TriTrypDB

(http//www.tritrypdb.org, ASLETT et al.,2010). Todos os organismos utilizados são mostrados na

seguinte Tabela 1. Além disso, foram utilizadas as sequências dos maxicírculos de espécies de

Leishmania (L. tarentolae (GenBank: M10126.1), L. braziliensis (GenBank: LR697134), L. adleri

(LR697136), L. guyanensis (LR697135), L. infantum (LR697137), e L. major (LR697138) para

procurar os scaffolds que contenham maxicírculos utilizando a ferramenta de busca por similaridade

BLAST v. 2.7.1+ com seu programa BLASTn em modo local e com parâmetros default, exceto o

E-value com valor de 1e-5.

Tabela 1. Sequências genômicas das 17 espécies de tripanossomatídeos usadas em diversas análises neste estudo.

(+) Monoxenos; (++) heteroxenos; (#) organismo de vida livre. (C) contigs; (Cr) cromossomas; (S) scaffolds; (Sc) super contigs.

IV.2 Avaliação da montagem

Existem vários métodos para avaliar uma montagem, mas nenhum é suficiente por si só. Em

vista disso, para avaliar a montagem do genoma de Blechomonas sp. TCC303E foram utilizados

vários métodos (Gurevich et al. 2013). Primeiro foram procurados contaminantes na montagem

utilizando o programa TaxoBlast (https://sourceforge.net/projects/taxoblast/files/). Este programa,

baseado no programa BLASTx, analisa o contexto genômico para encontrar regiões contaminantes e

aquelas originadas por transferência horizontal. O algoritmo divide a montagem em sequências de

1000 bp de comprimento, as quais são comparadas contra uma base de dados local de aminoácidos

utilizando o programa de busca por similaridade BLASTx e posteriormente classificar os scaffolds

em: contaminantes (bactérias), semelhantes a eucariotos e não-classificados; se pelo menos 90% dos

hits em uma sequência (de 1000 bp) são de bactérias, a sequência é classificada como contaminante;

se for o caso contrário, pelo menos 90% dos hits são contra sequências de eucariotos, a sequência é
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classificada como não contaminante (eucariota). Além disso, as sequências que não entram nessas

categorias são denominadas como não-classificadas.

Em seguida, foram realizadas comparações com genomas de organismos relacionados

disponíveis nas bases de dados públicas, conforme listado na tabela 1. O software utilizado para as

comparações foi o pacote de programas MUMmer (Kurtz et al. 2004), especificamente os programas

Nucmer para comparações estruturais ao nível de sequências nucleotídicas e PROmer para o nível de

aminoácidos; o programa MUMmerplot que gera gráficos do tipo dotplot baseado nos alinhamentos

gerados por NUCmer e PROmer, o que permite visualizar comparações de montagens e observar

alinhamentos entre genomas de espécies relacionadas; e o programa dnadiff que fornece informação

detalhada sobre as diferenças entre dois genomas usando o programa NUCmer com parâmetros

default.

Também foi usado o programa BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) v4

(Simão et al. 2015) para avaliar a integridade do genoma, mediante a comparação do número de genes

centrais preditos nesta montagem contra os de organismos do filo Euglenozoa armazenados na base de

dados euglenozoa_db10 (Versão de data 2019/11/27), o qual fornece medidas quantitativas

relacionadas a essa comparação.

Além disso, medidas estatísticas descritivas da montagem mencionada acima foram

examinadas em mais detalhes para avaliar a contiguidade das sequências montadas. Programas como

mfsizes (https://sourceforge.net/projects/mfsizes) calculam número de sequências, tamanhos médios e

N50/L50 (assim como medidas relativas a 90 e 95% do conteúdo total de sequência), conteúdo de GC

para cada sequência ou média ponderada geral, entre outras medidas. A avaliação destes números

ajudou tanto na avaliação da qualidade da montagem quanto a identificar eventuais problemas na

montagem e presença de sequências contaminantes (por exemplo, aquelas que são longas mas

apresentam conteúdo GC muito diferente da média).

IV.3 Predição gênica

Baseado nos estudos prévios dos Kinetoplastida, foi assumida uma organização do genoma de

Blechomonas sp. TCC303E semelhante àquela vista nos genomas de outros Kinetoplastida (ou seja,

quase sem nenhum intron), por isso a predição gênica foi feita utilizando ferramentas desenvolvidas

para genomas bacterianos. Assim sendo, utilizamos ferramentas como Glimmer3 (Delcher et al.

2007), que utiliza modelos de Markov interpolados (IMMS) para identificar as regiões codificadoras e

distingui-las do DNA não-codificante. Também foi utilizado GeneMarkS v. 4.28 para comparar

resultados com Glimmer3. Esta versão do GeneMarkS é uma extensão do original (Besemer et al.

2001) e permite predizer genes em organismos eucarióticos sem introns, utilizando modelos ocultos

de Markov (HMM) iterativos num processo de treinamento não supervisionado.
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Genes para RNAs ribossômicos e transportadores foram preditos usando os programas

RNAmmer (Lagesen et al. 2007) e tRNAscan-SE (Lowe e Eddy 1997), respectivamente. Outros

RNAs não codificantes (ncRNA) foram preditos com o uso do programa Infernal (Nawrocki e Eddy

2013), usando o banco de dados Rfam (Griffiths-Jones et al. 2003).

IV.4 Anotação

Para a anotação dos modelos gênicos preditos (CDS) na etapa anterior, primeiramente foram

comparados contra a base de dados NR (Non-redundant) do NCBI (National Center for

Biotechnology Information), utilizando a ferramenta de busca por similaridade BLAST v. 2.7.1+ com

seu programa BLASTp em modo local e com parâmetros default, exceto o E-value com valor de 1e-5.

Os melhores hits foram filtrados no ambiente linux com comandos bash.

Os modelos gênicos preditos também foram anotados no nível protéico, por busca de

domínios na base de dados PFAM v.31 (Punta et al. 2012), utilizando a ferramenta HMMER (3.1b2),

especificamente com o programa hmmscan com parâmetros default, exceto o E-value com valor de

1e-6. HMMER utiliza HMM para procurar similaridades baixas derivadas de homologias remotas

com a maior sensibilidade possível (Johnson et al. 2010).

Para a anotação metabólica dessas sequências utilizamos o ASGARD (Alves e Buck 2007),

que tem como função principal construir vias metabólicas, mas também utilizamos a anotação geral

para fazer comparação usando termos de Gene Ontology, KEGG Orthology e Enzyme Commission.

Também foram utilizadas outras plataformas automatizadas de anotação como o eggNOG 4.5

(Huerta-Cepas et al. 2016), base de dados pública de grupos ortólogos (GOs) de proteína e anotações

funcionais em diferentes níveis taxonômicos e que anota funcionalmente com base nos grupos

ortólogos, usando o algoritmo de agrupamento não supervisionado baseado em grafos. O eggNOG

gerou anotações classificadas nas categorias funcionais de KOGs (Eukaryotic Orthologous Groups),

nos termos de Gene Ontology (GO) e KEGG (KO).

IV.5 Genômica comparativa

Com a genômica comparativa podemos analisar e comparar genomas de diferentes espécies

com o propósito de obter um melhor entendimento de como estes evoluíram, assim como determinar a

função de genes e de regiões não codificantes do genoma. Dessa maneira, além das comparações

cromossômicas mencionadas acima em "Avaliação da montagem", foi utilizado o programa

OrthoFinder (Emms e Kelly 2019) para a identificação de grupos de genes ortólogos (necessários para

as análises filogenéticas e de conteúdo gênico).

O OrthoFinder utiliza o método dos melhores hits bidirecionais (best bidirectional hits),
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associados a uma etapa final de markov clustering, sendo muito mais rápido que os métodos baseados

em análises filogenéticas completas e mais facilmente automatizado. Relações de ortologia inferidas

pelo OrthoFinder foram confirmadas durante as análises filogenéticas posteriores.

Os dados gerados pelo ASGARD, descritos acima, também servem para análise metabólica

comparativa, permitindo a comparação simultânea, em cada via metabólica, de até cinco organismos

diferentes.

A perspectiva desta etapa foi a obtenção de um levantamento de quanto Blechomonas sp.

TCC303E difere de outros cinetoplastídeos, em especial seus parentes mais próximos, e quanto têm

em comum, tanto em termos de conteúdo gênico quanto intergênico.

IV.6 Filogenômica

A filogenômica é uma sofisticada abordagem evolutiva que aproveita as áreas de genômica e

filogenia para estudar genomas completos ou grande parte deles e é também uma abordagem

promissora para resolver a árvore da vida. A filogenômica permite obter uma melhor resolução do que

pode a filogenia através da geração de um árvore de espécie mais robusta. Assim, neste estudo, os

dados obtidos nas etapas de anotação e comparação do genoma de Blechomonas sp. TCC303E com os

outros tripanossomatídeos foram analisados através do ponto de vista da filogenômica para

compreender a relação evolutiva do organismo dentro dos tripanossomatídeos.

Para obter a árvore de espécie se seguiu uma abordagem que consistiu primeiro na geração

dos alinhamentos dos grupos ortólogos de cópia única através do programa MAFFT (Katoh e

Standley 2013) e as regiões de baixa qualidade dos alinhamentos foram filtradas com o programa

TRIMAL (-gt 0.9 -cons 60) (Capella-Gutiérrez et al. 2009). Depois, esses alinhamentos foram usados

para gerar árvores de genes utilizando a metodologia de máxima verossimilhança com o programa

IQ-TREE (Nguyen et al. 2015). Por último, a árvore das espécies foi inferida a partir das árvores dos

genes sob o modelo de coalescência de múltiplas espécies com o programa ASTRAL (Zhang et al.

2017). Finalmente, a filogenia foi visualizada com a ferramenta FigTree e editada com Inkscape.

V. RESULTADOS E DISCUSSÃO

V.1 Características e avaliação da montagem genômica

O genoma de Blechomonas sp. TCC303E foi sequenciado em nível rascunho, através da
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plataforma Illumina MiSeq, resultando num total de 13.967.172 leituras pareadas (2 x 300),

totalizando 4.190.151.600 bases. A montagem resultou em um tamanho total de ~22,2 Mbp (Tabela

2), com uma cobertura média de 38,6, e sua sequência está distribuída em 728 scaffolds, com um

valor N50 de 61.737 bp ( ~61,7 Kbp) (L50 = 110) -- o que significa que pelo menos 50% da sequência

se encontra nos 110 maiores scaffolds (o menor dos quais tem ~61,7 kbp de comprimento). O tamanho

do genoma montado é comparável ao resto dos genomas usados neste estudo, e é próximo ao de B.

ayalai (21,5 Mbp).

Tabela 2. Principais estatísticas da montagem do genoma de Blechomonas sp. TCC303E.

O menor comprimento dos scaffolds montados tem 2 Kbp e o maior tem 214.616 bp (~2,1

Mbp). A composição GC média do genoma é de 50,30%, o que é um dos menores em comparação

com os outros tripanossomatídeos (Tabela 1) neste estudo, sendo maior apenas que as médias das

espécies T. brucei, Phytomonas, e T cruzi, e também incluindo B. ayalai, a única espécie do gênero

Blechomonas disponibilizada na base de dados TriTrypDB, com uma média de 54,57% de GC. A

média de GC é mais próxima daquela da espécie E. monterogeii (51.9%) e quase igual ao do

organismo de vida livre B. saltans (50,09% de GC). Esses resultados parecidos em tamanho e número

de CDS predito com a espécie mais próxima indicam uma boa qualidade da montagem e da predição

do número de CDS, mas também foram feitas outras análises para avaliar a qualidade desses

processos. Além disso, esses dados vão de acordo com a gama de variação dos comprimentos dos

genomas e conteúdo de CDS observados em outros tripanossomatídeos (tabela 1), o que agrega a ideia

de que os organismos parasitas têm genomas comparáveis, em comprimento e conteúdo gênico, com

eucariotos modelo de vida livre (Jackson et al. 2016).

Uma das características compartilhadas pelos tripanossomatídeos é o cinetoplasto (kDNA),

com maxicírculos com comprimentos que oscilam entre 20 e 40 kbp, contendo porcentagens de GC

que variam dependendo da espécie, oscilando entre 18 e 42%, e contendo genes envolvidos na

geração de energia (incluindo subunidades de citocromo oxidase, NADH desidrogenase e a ATP

sintase) e na codificação de rRNAs e tRNA (Jensen e Englund 2012; Kaufer et al. 2019). Dentre os

scaffolds da montagem, foi encontrado apenas um scaffold com um comprimento de ~18,2 Kbp (com

2.795 Ns) que contém DNA mitocondrial e com uma composição de GC de 19,7%, distante da média

24

https://docs.google.com/spreadsheets/d/15k6ItJVD8Nh7q3puJWu1fG1nOcwwJWSYkmBuEzctM9E/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/15k6ItJVD8Nh7q3puJWu1fG1nOcwwJWSYkmBuEzctM9E/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/spreadsheets/d/15k6ItJVD8Nh7q3puJWu1fG1nOcwwJWSYkmBuEzctM9E/edit?usp=sharing
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1242436&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3810825,9933694&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0


da montagem (50,30%). Ainda, foram procurados os maxicírculos no genoma de B. ayalai para

comparação, sendo também encontrado DNA mitocondrial em um único pedaço de sequência

genômica (contig) com uma composição de 22,08% de GC e um comprimento de ~16,9 Kbp (com 83

Ns). Assim, foram encontrados em nossa montagem dez genes que codificam para subunidades de

NADH desidrogenase (Tabela 3).

Tabela 3. Genes encontrados no maxicírculo de Blechomonas sp. TCC303E usando a ferramenta BLASTx
contra o banco de dados NR, e espécies com genes mais semelhantes.

No mais, foram procuradas, com o programa Taxoblast, sequências contaminantes que

pudessem ter sido incluídas nos scaffolds durante o processo de montagem do genoma de

Blechomonas sp. TCC303E. Os resultados mostram que só um scaffold (Ble_1_s00696) foi

classificado como contaminante (bactéria); tem 2.437 bp de comprimento, o que representa 0,011% da

montagem. Desse scaffold, a parte contaminante representou 39,76 %, portanto, com o fim de não

perder material genético do próprio organismo em estudo, por exemplo sequências curtas não

transcritas ou não codificantes como moléculas de RNA não codificantes, decidiu-se não o remover

da montagem. Os hits recuperados para o scaffold foram proteínas hipotéticas das bactérias Grimontia

celer, Lactobacillus sanfranciscensis e Pseudomonas aeruginosa. Os scaffolds classificados como não

contaminantes foram 573 e os não classificados foram 154. Os scaffolds destas duas categorias foram

filtrados para deixar só aqueles que tenham pelo menos um hit de um organismo kinetoplastida

utilizando um script feito in-house, obtendo-se só um scaffold (Ble_1_s00553) da categoria dos não

classificados que não tem hit de organismos Kinetoplastida, com um comprimento de 5.385 bp

(0,024% da montagem) e com 6 hits que pertencem a vírus, bactérias e eukaryota, mas cobrem apenas

18,57% do comprimento total do scaffold, optando-se também por não removê-lo.

Por outro lado, a montagem foi avaliada em termos de conteúdo esperado de genes (a

completude da montagem) pelo programa BUSCO usando o banco de dados para Euglenozoa. Os

conjuntos de genes esperados são denominados categorias BUSCO e são determinados conforme a

informação evolutiva dos genes ortólogos de cópia única, quase universais. Os resultados são

resumidos na figura 1.
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Figura 1. Comparação das categorias BUSCO para avaliar a completude da montagem de Blechomonas sp.
TCC303E com respeito aos genomas de B. ayalai e Leishmania major. No eixo horizontal estão as porcentagens
BUSCO e no eixo vertical estão as espécies, além das legendas das cores na parte superior.

Para o genoma em estudo, os resultados mostram apenas 8 (0,7%) categorias BUSCO

ausentes e um valor alto de completude, com 125 (96,2%) das 130 categorias BUSCO, além de

apresentar valores quase iguais comparados com B. ayalai e muito próximos aos de L. major, que tem

todos os genes esperados (Figura 1). Assim, os resultados sugerem que a montagem é de alta

qualidade, comparado com testes em organismos modelos com montagens de alta qualidade que têm

valores maiores que 95% de completude (Seppey et al. 2019).

Além das medidas mencionadas acima, a montagem do genoma de Blechomonas sp.

TCC303E foi comparada com o genoma de B. ayalai usando os programas NUCmer e PROmer para

comparações de sequências nucleotídicas e de aminoácidos, respectivamente, sendo visualizados com

o programa MUMmerplot, conforme explicado na seção dos métodos. Os resultados das semelhanças

e diferenças estruturais são apresentados nas figuras 2 e 3.
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Figura 2. Gráfico dotplot gerado pelo pacote MUMmerplot do resultado do programa NUCmer para a
comparação estrutural usando sequências nucleotídicas da montagem de Blechomonas sp. TCC303E com
respeito ao genoma de B. ayalai. No eixo horizontal estão distribuídos todos os scaffolds (546) do genoma de
referência, B. ayalai, e no eixo vertical estão todos os scaffolds (728) da montagem do genoma de
Blechomonas sp. TCC303E. As cores representam porcentagens de similaridade nos alinhamentos. A
diagonal mostra a alta sintenia entre os genomas comparados.
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Figura 3. Gráfico dotplot gerado pelo pacote MUMmerplot do resultado do programa PROmer visando a
comparação estrutural no nível de sequências de aminoácidos da montagem de Blechomonas sp. TCC303E
com o genoma de B. ayalai. No eixo horizontal estão distribuídos todos os scaffolds (546) do genoma de
referência, B. ayalai, e no eixo vertical estão todos os scaffolds (728) da montagem do genoma de
Blechomonas sp. TCC303E. As cores representam porcentagens de similaridade nos alinhamentos. A
diagonal mostra a alta sintenia entre os genomas comparados.

A figura 2 mostra que a comparação de nucleotídeos tem alta cobertura em similaridade entre

as sequências dos organismos comparados, onde foram alinhados 465 scaffolds de Blechomonas sp.

TCC303E. Os alinhamentos são em grande parte de baixa similaridade, o que sugere uma alta

divergência no nível nucleotídico conforme representado na diagonal principal do gráfico dotplot.

Paralelamente, foi feita uma comparação de aminoácidos (figura 3), que é um enfoque mais sensível

do que o anterior para procurar regiões conservadas mais divergentes, visto que no nível protéico a

sequência é mais conservada (Koonin e Galperin 2003). O alinhamento no nível das proteínas

candidatas tornou possível a melhor visualização dos valores de similaridade das sequências

relacionadas, sendo possível ainda, uma melhor cobertura da montagem de Blechomonas sp.

TCC303E em relação a B. ayalai, como se observa no gráfico. Outra análise do mesmo tipo foi feita
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usando como referência o genoma de L. major,  o que forneceu resultados concordantes (Anexo A).

V.2 Predição de genes codificadores de proteínas e RNAs.

Após a montagem e avaliação do genoma, a seguinte etapa é a predição das possíveis regiões

codificadoras dos diversos elementos do genoma, como as sequências que codificam proteínas (CDS,

Coding DNA sequence) e sequências que transcrevem RNAs não-codificantes (tRNAs, rRNAs, e

ncRNAs). Esta etapa é fundamental, sendo o início da predição das características genéticas dos

genomas (estrutura e repertório genético). Nesta etapa foram utilizados diversos programas de

predição ab initio baseados em modelos ocultos de Markov (HMM) e modelos de covariância (CV)

para descrever as estruturas lineares e estruturas secundárias dos genes, respectivamente. No caso da

predição de genes codificadores de proteínas foram utilizados os programas Glimmer e GeneMarkS

(que usam HMM), os quais geraram 26.672 e 8.044 modelos gênicos (CDS), respectivamente. Os

programas foram utilizados com parâmetros “default” e com código genético padrão; ademais, no

caso de GeneMarkS foi usada a opção “Intronless eukaryotic” para organismos eucariotos com pouco

ou nada de introns.

As CDS obtidas pelo programa GeneMarkS foram selecionadas para a etapa posterior de

anotação, já que são semelhantes aos dados do genoma de B. ayalai no número de CDS (8.042) e

conteúdo médio de GC dos CDS (54,57%) (Tabela 1). Se comparados com a predição de Glimmer, os

resultados de GeneMarkS foram mais realistas, provavelmente por causa do seu algoritmo iterativo

que incorpora sítios de ligação aos fatores de transcrição, o que melhora a acurácia para identificar os

inícios dos genes, como foi testado por (Besemer et al. 2001), onde comparou esse programa contra

Glimmer em organismos procariotos. Glimmer predisse mais CDS, mas seria irrealista considerar que

uma espécie próxima e com mesmo tamanho aproximado de genoma possa ter mais de quatro vezes o

número de CDS, ademais se observou que os CDS têm comprimentos mais reduzidos e podem ser

falsos positivos dado que o programa usa o código genético para bactérias.

Da mesma forma que para a identificação dos genes que codificam para proteínas, diferentes

classes de RNAs não codificantes (ncRNA) foram identificadas através de ferramentas específicas que

além das estruturas lineares dos genes (usando HMM) consideram as estruturas secundárias na forma

de modelos de covariância (CV). Com os resultados gerados pelo programa RNAmmer,

observaram-se somente duas classes de RNAs ribossômicos preditos (subunidades 28S e dois 8S) o

que levou à busca da subunidade 18S nos contigs usando o mesmo programa, onde tampouco foram

encontradas sequências 18S. Isto levou à procura dessa sequência mediante o programa BLASTn,

utilizando a sequência 18S de B. ayalai (de 2.199 pb), desta forma foi encontrado um hit com 98,2%

de identidade e 961 pb de comprimento de alinhamento. Pelo contrário, o baixo desempenho do
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programa RNAmmer para identificar sequências 18S em procariotos e eucariotos já foi observado em

seu artigo, devido a uma grande divergência global que apresentam estas sequências que dão lugar a

estados de inserção nos HMM e desta forma dificultam a visualização destes genes (Lagesen et al.

2007). Por outro lado, o comprimento mais curto do gene 18S nos contigs e sua completa ausência

nos scaffolds é possivelmente causado por erros durante o processo da montagem em contigs e

posterior eliminação quando formados os scaffolds.

Nos resultados do programa tRNAscan-SE observaram-se 71 genes para tRNAs de

transferência (mais um pseudogene), abrangendo a ligação de todos os aminoácidos, sendo o maior

número de cópias para alanina (7) e arginina (7), ácido glutâmico (6) e leucina (6) –ver detalhes no

Anexo B. Outros RNAs não codificantes responsáveis pela maturação do mRNA foram preditos pelo

pacote Infernal 1.1. Um total de 62 genes para outros RNAs não codificantes foram encontrados,

sendo estes próximos em números ao do genoma de B. ayalai que tem 76 genes, mas bem diferente

dos outros genomas (Tabela 4).

Uma das categorias mais comuns de ncRNAs encontradas em Blechomonas sp. TCC303E foi

a dos pequenos RNAs nucleolares (em inglês, snoRNAs), os quais fazem importantes modificações

nos rRNAs dos tripanossomatídeos para se adaptarem melhor durante os ciclos de infecção (Rajan et

al. 2019). Os snoRNAs representam 39,7% do total predito (24/62), e dentro deste grupo estão os

snoRNAs que pertencem especificamente a tripanossomatídeos e são 20, ou 83,3% (20/24) (próximo

do encontrado em B. ayalai (28), onde encontramos os seguintes snoRNAs: TB10Cs3H1,

TB10Cs3H2, TB9Cs2H1, TB10Cs2H1, TB10Cs1H1, TB10Cs1H3, TB10Cs1H2, TB11Cs4H1,

TB11Cs4H2, TB10Cs5H3, TB8Cs3H1, TB8Cs3H1, TB9Cs1H2, TB9Cs1H1, TB9Cs1H1,

TB9Cs1H3, TB10Cs4H2, TB10Cs4H4, TB9Cs3H1, TB9Cs3H2. Outra categoria mais abundante, e

que tem uma função na interação parasita-hospedeiro, é a categoria dos microRNAs

(Linhares-Lacerda e Morrot 2016; Zheng et al. 2013), os quais representam 24,2% (15/62) dos

ncRNAs.

Tabela 4: Resumo das características do genomas de 10 espécies de tripanossomatídeos.

Blechomonas sp. TCC303E (B.p), B. ayalai (B.a), C. fasciculata CfCl (C.f), Le. pyrrhocoris H10 (L.p), P.
confusum CUL13 (P.c), E. monterogeii LV88 (E.m), L. major Friedlin (L.ma), Phytomonas
AKH_PRJEB1535 (P.AKH), T. brucei gambiense DAL972 (T.b), B. saltans Lake Konstanz (B.s). (*)
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Apenas uma espécie de cada gênero foi escolhida. (**) CDS preditos com GeneMarkS, rRNA com
RNAmmer, tRNA com tRNAscan-SE, ncRNAs com infernal. Contigs (C), scaffolds (S), cromossomos (Cr),
Super contigs (Sc).

V.3 Anotação funcional

Com as potenciais sequências de proteínas preditas, o próximo passo foi obter um catálogo de

possíveis funções biológicas derivadas de buscas de homólogos putativos por similaridade de

sequência e dos ortólogos com o Reciprocal best bidirectional hits (rbbh). Uma fonte rica de

anotações funcionais é derivada da comparação com sequências já anotadas de outros organismos

armazenadas nos bancos de dados. Para essas comparações, métodos baseados em busca por

similaridade de sequência são geralmente a primeira escolha de abordagem, os quais são

particularmente eficazes em genomas sem íntrons e com alta densidade gênica, como é hipotetizado

para o nosso genoma em estudo. O método mais usado nestas buscas por similaridade é o algoritmo

BLAST devido a sua velocidade, seletividade alta e flexibilidade (Koonin e Galperin 2003). Em vista

disso, neste trabalho foi usado o BLAST, especificamente, foi usada a ferramenta BLASTp contra o

banco de dados NR do NCBI (Pruitt et al. 2005), baixados em agosto de 2020.

Esta abordagem resultou na anotação de 6.218 sequências putativas de proteínas das 8.044

sequências proteicas preditas com o programa GeneMarkS (com um mínimo de 50% de cobertura da

query e 30% de porcentagem de identidade), representando 77,3%, das quais 44,6% (2.772/6.218) são

anotadas como proteínas hipotéticas. O maior número de best hits veio do gênero Leishmania,

envolvendo 10 espécies, que representam 26,7% (1.662), e outros gêneros com maiores porcentagens

de anotações foram: Leptomonas com 23,3% (1.446), Trypanosoma com 22,8% (1.417), e

Phytomonas com 14,2% (880). Da mesma forma, no nível de espécie (depois dos isolados do gênero

Phytomonas sp. que representam 14,2% do total anotado (6.218), as maiores porcentagens de best hits

foram obtidas das seguintes espécies: Leptomonas pyrrhocoris com 12,1% (755), Leptomonas

seymouri com 11,1% (691), e Strigomonas culicis com 6,5% (401). Essas porcentagens de

similaridade coincidem com o posicionamento filogenético do gênero Blechomonas nos

tripanossomatídeos, onde Blechomonas é um clado irmão da subfamília Leishmaniinae e próximo ao

clado das espécies Trypanosoma spp. Observam-se nesse contexto expansões e contrações dos

repertórios genéticos desses organismos (Lukeš et al. 2018), eventos evolutivos que podem ter

influenciado nas percentagens de hits obtidas.

Paralelamente à busca por similaridade dos candidatos a homólogos, foi feita uma atribuição

de funções por busca de ortólogos por meio da técnica rbbh, com limiares de 50 e 30% para cobertura

da query e porcentagem de identidade, respectivamente, usando as proteínas preditas de Blechomonas

sp. TCC303E e as proteínas preditas de B. ayalai. Com os resultados de rbbh obteve-se um

incremento das proteínas anotadas, com 7.002 hits, que representam 87% do total das proteínas
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preditas pelo GeneMarkS, as quais apresentam também um incremento no número de proteínas

hipotéticas 57% (3.991). Essa abundância no número de proteínas hipotéticas é um problema

recorrente em projetos genômicos, como são particularmente observados em genomas de

tripanossomatídeos, onde o número de genes anotados como codificantes de proteínas hipotéticas

geralmente é maior que a metade, como por exemplo em L. major (68% de proteínas hipotéticas)

(Callejas-Hernández et al. 2018; Grisard et al. 2010; Silber e Pereira 2012; Tschoeke et al. 2014). Por

exemplo, a base de dados TriTrypDB apresenta 552.521 genes, dos quais 238.956 (43,2%) genes

codificam proteínas hipotéticas (consultado em setembro de 2020).

V.4 Análise de sintenia de Blechomonas sp. TCC303E

Conforme observado na etapa anterior, Blechomonas sp. TCC303E compartilha um maior

grau de similaridade com outros tripanossomatídeos conforme as distâncias filogenéticas são mais

curtas. Assim, a espécie B. ayalai atingiu a maior porcentagem de similaridade (87%), além de um

número semelhante de genes preditos. Além dessas semelhanças genéticas, esperava-se que

compartilhassem um maior grau de conservação de sintenia e também altos graus de sintenia com os

outros tripanossomatídeos, uma vez que é conhecido que os tripanossomatídeos possuem uma

arquitetura genômica semelhante, conformada por blocos sintênicos altamente conservados, inclusive

entre grupos de tripanossomatídeos distantes como nos genomas TriTryp, com uma sintenia de 94%

entre os genes conservados, e que entre espécies do mesmo gênero podem superar os 99% (Flegontov

et al. 2016; Schmid-Hempel et al. 2018; Sloan et al. 2019; Tschoeke et al. 2014). Para realizar a

análise de sintenia foram escolhidas as espécies melhor estudadas, sendo escolhida a espécie mais

próxima (B. ayalai) e uma mais distante (L. major). Para tal propósito foi usado o pacote de software

SyMAP v5.0.6 que faz uso do pacote MUMmer para detectar blocos sintênicos imperfeitos (referidos

como blocos sintênicos), que são regiões gênicas conservadas independentemente da ordem ou fita em

que são localizadas. O SyMAP foi executado com parâmetros default, exceto para considerar

sequências com tamanho mínimo de 100 Kbp, um valor próximo e que abrange o grupo que compõe o

L50 dos genomas comparados.

O SyMAP filtrou as sequências com comprimentos superiores ao limiar e aqueles com

ocorrência de sintenia, resultando em 46 scaffolds de Blechomonas sp. TCC303E, 66 contigs de B.

ayalai e 2 cromossomos de L. major. Neste último organismo, suas sequências não foram filtradas

pelo limiar, pois os comprimentos dos cromossomas são maiores que o limiar. A partir da análise com

SyMAP, foram obtidos 39 blocos sintênicos na comparação com B. ayalai (que abrigam 374 genes

anotados de B. ayalai), dos quais 27 são menores do que 100 Kbp e 12 blocos sintênicos, os quais,

têm comprimentos entre 100 Kbp e 1 Mpb. Ademais, dos 39 blocos sintênicos, 22 são inversões

(Anexo C). Em comparação com L. major foram obtidos 7 blocos sintênicos, com 5 blocos menores

do que 100 Kbp e 2 estão com comprimentos entre 100 Kbp e 1 Mbp. Este número menor de blocos
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sintênicos em Blechomonas sp. TCC303E quando comparado com L. major está correlacionado com a

distância filogenética entre esses organismos e os tamanhos dos scaffolds.

Figura 4: Gráfico da sintenia entre as espécies Blechomonas sp. TCC303E, B. ayalai e L. major, gerada por
SyMAP v5.0.6. O gŕafico mostra os blocos sintênicos entre os scaffolds de Blechomonas sp. TCC303E, os
contigs de B. ayalai e o cromossomo 36 de L, major. Cada cor representa um bloco sintênico
vinculado com laços de cores iguais aos blocos sintênicos das espécies Blechomonas sp. TCC303E e B.
ayalai.

Como observado na figura 4, a organização gênica e os comprimentos são consistentes com a

literatura, que reporta uma elevada sintenia em grandes regiões de genes colineares, como observado

entre tripanossomas e leishmânias, sendo a colinearidade implicada no controle da expressão temporal

da expressão de certos genes (Flegontov et al. 2016; Ghedin et al. 2004; Ivens et al. 2005; Peacock et

al. 2007).

V.5 Genômica comparativa de Blechomonas sp. TCC303E baseada na classificação

funcional

Com o fim de obter uma visão geral da fisiologia do nosso organismo e ver as similaridades e

diferenças em relação aos outros organismos, nesta seção foram comparadas as distribuições das

categorias funcionais KOGs das proteínas preditas de dez organismos usados no estudo (uma espécie
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por gênero), as quais foram obtidas através do processo de anotação funcional pelo programa

eggNOG. O número de anotações e as porcentagens que eles representam dos seus proteomas

utilizados provêm dos seguintes organismos: B. ayalai B08-37 (4.511 anotações, 56,1%), C.

fasciculata CfCl (5.699 anotações, 60,1%), E. monterogeii LV88 (5.081 anotações, 61,3%), L. major

Friedlin (5.294 anotações, 62,1%), L. pyrrhocoris H10 (5.733 anotações, 58%), P. confusum CUL13

(4.635 anotações, 53,5%), Phytomonas AKH_PRJEB1535 (3.627 anotações, 56,8%), T. brucei

gambiense DAL972 (4.594 anotações, 57,5%), B. saltans LakeKonstanz (6.582 anotações, 36,1%).

No caso de Blechomonas sp. TCC303E, foram anotadas 4.604 proteínas, que representam 57,2% do

proteoma total, restando 3.440 (42,8%) proteínas que não apresentam nenhuma categoria funcional

KOG.

Figura 5. Comparação das quantidades dos proteomas de 9 tripanossomatídeos e de B. saltans nas categorias

funcionais KOG geradas pela ferramenta eggNOG. No eixo horizontal estão as letras das categorias funcionais

(24) e no vertical, a porcentagem de proteínas pertencentes a cada categoria funcional. Não foi considerada a

categoria “R” nesta análise, pois nessa categoria estão as proteínas com função desconhecida (proteínas órfãs) e

sem anotação pelo EggNOG.

Na figura 5, as distribuições das categorias funcionais de nosso organismo mostram

tendências parecidas com o resto das espécies. Porém, se observam variações entre táxons, em alguns
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casos de forma notória. Isso devido a os cinetoplastídeos compartilharem genes ancestrais e vias

metabólicas, mas também na sua história evolutiva experimentaram contrações e expansões (inclusive

intra espécie), incluindo genes específicos de linhagem (inovações), o que resultou em distribuições

assimétricas (Jackson et al. 2016). Nesse contexto, também se poderia dizer que os genomas dos

parasitas são simplificados se comparados com outros cinetoplastídeos de vida livre e eucariotos,

embora tenham mantido e evoluído genes que permitem a adaptação às diferentes novas condições

ambientais em seus hospedeiros. Por exemplo, genes que possibilitam as mudanças morfológicas

durante os ciclos de vida, aproveitamento de nutrientes e interação com os hospedeiros (Jackson et al.

2016). Assim, entre as categorias com maiores quantidades de proteínas, estão as categorias

envolvidas nas mudanças morfológicas e fisiológicas (O, J e A), além do aproveitamento de nutrientes

(E, G, I e U) e na interação com o ambiente e hospedeiro (T).

Pode-se observar que a categoria com maior porcentagem de proteínas entre os táxons é a

categoria “S” com quase 30%, e que representam às proteínas com funções ainda a serem descobertas

ou rotuladas, as quais são chamadas de “proteínas hipotéticas”. Essas porcentagens destacadas na

categoria S são geralmente observadas nos proteomas anotados dos tripanossomatídeos, como

mencionado anteriormente, porcentagens essas que podem superar a metade do total dos proteomas

(Callejas-Hernández et al. 2018; Silber e Pereira 2012). Assim nesta análise as espécies L. major

Friedlin (29.88%) e B. saltan (23.57%) têm o maior e o menor número de proteínas hipotéticas, e as

espécies do gênero Blechomonas são quase idênticas, tendo B. ayalai 28.39% e Blechomonas sp.

TCC303E 28.24%.

A categoria “O” é a segunda mais abundante e representa proteínas relacionadas a funções

em modificação pós-traducional, renovação de proteínas, e chaperonas. A abundância desta categoria

nos cinetoplastídeos mostra uma alta dedicação para a renovação e controle metabólico. É conhecido

que a adaptação e sobrevivência dos cinetoplastídeos a diferentes ambientes depende de uma

regulação ajustada da expressão dos genes, e que acontece principalmente após a transcrição, nos

processos de maturação do RNA, tradução e degradação (Clayton 2019). Modificações pós tradução

observadas em histonas e num grande número de enzimas metabólicas, assim como em proteínas de

união a RNA mensageiros em tripanossomatídeos, tiveram impacto no metabolismo e como

consequência na patogênese dos parasitas. Além disso, essas modificações têm influência na

resistência a drogas como foi observado para as proteínas HSP90 (Kalesh et al. 2021; Michels et al.

2021; Picchi et al. 2017; Zhang et al. 2020). Assim, no gráfico se observa que as menores quantidades

de proteínas nesta categoria pertencem às espécies da subfamília Leishmaniinae, e as espécies B.

saltans e Phytomonas têm as maiores quantidades. Essas proteínas apresentam funções como de

ubiquitinação, hidrolases, peptidases, metilases e glicosilases. Ademais, Blechomonas apresentou

diverso número de cópias de famílias de chaperonas como as de choque térmico HSP90, HSP70,

HSP60, HSP20, e de DNAJ. Também foram encontradas proteínas com atividades em tioredoxina,
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glutationa peroxidase, triparedoxina e glutaredoxina.

A próxima categoria com maior número de anotações foi a categoria T, onde quantidades

similares de proteínas classificadas nessa categoria foram observadas em outros tripanossomatídeos

(Grisard et al. 2010; Tschoeke et al. 2014). Esta categoria abrange proteínas envolvidas nos

mecanismos de transdução de sinais, mecanismos que são essenciais para a sobrevivência, adaptação

e transmissão dos parasitas, pois informa as mudanças ambientais e coordena os processos

intracelulares segundo as condições que experimentam. Porém, na figura 5 observa-se que a

abundância dos parasitas é menor se comparada com a do organismo de vida livre B. saltans (com até

3,61% de diferença). Talvez essa diferença seja consequência de uma menor quantidade de estímulos

dos ambientes que habitam esses parasitas (dentro de hospedeiros), mudança que também foi

observado inclusive entre parasitas com diferentes preferências de habitats, por exemplo, em menor

quantidade em parasitas intracelulares (T. cruzi e L. major) se comparado com o parasita extracelular

T. brucei, possivelmente para evadir o sistema imune do hospedeiro alterando continuamente a

expressão dos genes ESAG (Tagoe et al. 2015).

As características próprias dos mecanismos de tradução de sinais também contribuíram para

diferenciar os cinetoplastídeos dos metazoários. Por exemplo, em tripanossomatídeos, várias classes

de proteínas estão ausentes e outras se expandiram, como os membros das subfamílias de proteínas

quinases CMGC e STE, o que sugere uma complexidade regulatória focada na proliferação,

diferenciação, estresse e no ciclo celular. Os tripanossomatídeos apresentam um amplo e complexo

repertório de proteínas quinases, onde a fosforilação da tirosina tem uma função importante na

regulação do metabolismo –apesar de não terem tirosinas quinases conhecidas, contam com uma

proteína quinase de dupla especificidade que pode fosforilar essa tirosina (Hammarton et al. 2003;

Naula et al. 2005).

Nos tripanossomatídeos, a transdução de sinais é principalmente dependente de cAMP por

meio da AC (adenilato ciclase), a qual é diferente estruturalmente das dos mamíferos. Além disso, não

codificam proteínas G e no caso de T. brucei o PKA (Protein Kinase A) é inativo, e mais do que 70%

do repertório das pequenas GTPases estão dedicadas a processos de transporte intracelular, secreção,

endocitose e patogênese, o que mostra um papel diminuído das GTPases nos mecanismos de

transdução de sinais, contrário e inusual comparado com o resto dos metazoários, mas com um

sistema de tráfego relativamente complexo (Field 2005). Assim, em Blechomonas sp TCC303E foram

encontradas 36 GTPases e, destas, a maioria (19) é rotulada com a categoria U (dedicada a tráfego

intracelular, secreção e transporte vesicular) e 7 com a categoria T, e no caso de B. ayalai, das 40

GTPases 21 da categoria U e 8 da categoria T. Nesta categoria também foram encontradas em

Blechomonas TCC303E algumas anotações de adenilato ciclase (0 em B. ayalai, talvez por problemas

de montagem ou anotação), 117 proteínas com atividades quinase (128 em B. ayalai), e 4
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fosfodiesterases (5 em B. ayalai). Além disso, foram encontrados membros da família CMGC e uma

proteína quinase de dupla especificidade em Blechomonas. Embora, esses repertórios de Blechomonas

sejam menores do que os repertórios dos tritryps, os mecanismos para perceberem os ambientes

poderiam ser semelhantes aos hipotetizados para o resto de tripanossomatídeos (Beavo 1995; Field

2005; Kaiser 2019; Vij et al. 2014).

Outra categoria com alto número de proteínas é a categoria J, que junto à categoria O mantém

uma elevada taxa de câmbio e controle metabólico nos cinetoplastídeos. A categoria J representa as

proteínas envolvidas na tradução, estrutura ribossomal e biogênese. Na distribuição, as espécies B.

saltans e T. brucei têm o menor e o maior número de proteínas, respectivamente, e entre

tripanossomatídeos se podem detectar variações consideráveis. Estas variações são consequência do

variável número de duplicações do material genético entre os tripanossomatídeos, eventos que

permitiram a expansão de famílias de proteínas que integram diferentes categorias funcionais, sendo

as famílias de proteínas com maior expansão as com função na superfície celular e as proteínas

ribossomais. Certos genes podem ter mais do que uma função e podem estar ubicados em complexos

moleculares distintos, como por exemplo as proteínas ribossomais, as quais são iniciadores da

tradução e também participam na elongação (Naora 1999). Outras funções das proteínas ribossomais

encontram-se na resistência contra drogas, como reportado para a subunidade maior 60S (60SRL23a)

em L. donovani (Cordeiro-Da-Silva et al. 2001; Das et al. 2013; Hendrickx et al. 2021), e também

contribuem para a disfunção do sistema imunológico do hospedeiro, como reportado para a proteína

ribossomal S3a estudada em L. major (Cordeiro-Da-Silva et al. 2001; Das et al. 2013)

Na categoria G, envolvida no transporte e metabolismo de carboidratos, se pode observar uma

distribuição peculiar, onde a espécie E. monterogeii se destaca com uma maior diferença no número

de anotações seguido em abundância pelas espécies C. fasciculata, L. pyrrhocoris e B. saltans. Apesar

de os tripanossomatídeos terem uma similar potencial rede metabólica, eles apresentam variações

importantes em conteúdo, função, estrutura e nos padrões de expansão das enzimas, diferenças

originadas da longa divergência há mais de 100 milhões de anos (Michels et al. 2021). Por exemplo,

T. brucei e Phytomonas evoluíram para aproveitar ambientes abundantes em glucose, dando

prioridade a mecanismos de transporte e metabolismo dessas moléculas, porém esses organismos são

os com menor número de anotações nesta categoria. A respeito disso, se faz necessário considerar os

processos evolutivos particulares dos parasitas, que envolvem, por exemplo, os hábitos de

alimentação dos vetores, os lugares de maior permanência ou preferência dos parasitas durante o ciclo

de vida. Assim, entre os tritryps novos caminhos e formas de controle foram descobertas, sendo

algumas específicas da espécie. Por exemplo, T. brucei apresenta menor quantidade de sugar quinases,

provavelmente devido a uma restrita variedade de açúcares presentes no plasma na dieta do vetor,

contrário aos vetores de Leishmania que além de sangue também consome néctares ricos em açúcares.
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Além disso, o único que hidrolisa dissacarídeos é L. major, e T. cruzi produz transportadores para

hexoses fosfatadas, as quais estão disponíveis no citoplasma (Berriman et al. 2005). Ademais, é

conhecida a perda paralela de muitos genes metabólicos dos tripanossomas africanos e Phytomonas

spp, especialmente esse último com o dobro de genes perdidos na evolução (Maslov et al. 2019).

Outro aspecto a destacar do metabolismo dos carboidratos é sua influência na virulência dos

tripanossomatídeos. Como exemplo, temos o manogênio (mannogen), oligossacarídeo produzido em

um ramo específico da glicólise em Leishmania spp. e que pode atingir concentrações altas em

estágios patogênicos dos parasitas, então pode servir como fator de virulência, além de

armazenamento de carbono ou energia (Michels et al. 2021).

No caso da categoria U, que representa o tráfego intracelular, secreção e transporte vesicular,

as espécies de ramos mais ancestrais (B. saltans, P. confusum, tripanossomas, Phytomonas e

Blechomonas) têm o maior número de proteínas anotadas, e no caso das espécies da subfamília

Leishmaniinae têm a menor distribuição. O tráfego intracelular tem um papel crucial na progressão do

ciclo celular, na infectividade e na evasão imune dos patógenos. Entre as proteínas com maior

abundância estão as proteínas da família Rab, associadas com os processos de endocitose e exocitose,

dessas se observa um grupo de genes conservados entre os tripanossomatídeos, e, ademais, alguns

genes próprios para cada espécie. Por exemplo, Field et al. 2007 reportou as seguintes proteínas: Rab

23/28 (em tritryps), Rab14 (T. cruzi e Leishmania) e Rab32 (T. cruzi). Os repertórios de proteínas Rab

entre as espécies do gênero Blechomonas são similares e estão compostos por famílias conservadas

entre eucariotos (Natesan et al. 2009): rab1, rab-2a, rab-4, rab-5, proteína rab6-like, rab7, rab11,

rab-14, e rab18; no total, 15 proteínas em Blechomonas sp. TCC303E e 14 em B. ayalai. A família

Rab, junto à família de proteínas SNARE, contribui para um sistema relativamente complexo de

tráfico intracelular nos tripanossomatídeos, se os compararmos com outros eucariotos como S.

cerevisiae. Isso evidencia que em tripanossomatídeos essa maquinaria é conservada, porém pode

apresentar diferenças particulares de cada espécie, como produto de caminhos evolutivos distintos, e o

grau de divergência entre essas espécies (Field et al. 2007); Sem dúvidas, não são mais elaborados, se

o comparamos com B. saltans, sendo essa simplicidade associada a uma diversidade fisiológica das

eucariotos em vez de considerá-la como característica que deu origem ao parasitismo (Jackson et al.

2016).

Outras categorias com marcada diferença entre os tripanossomatídeos e B. saltans são as

categorias A e H, a primeira se ocupa do processamento de RNA, enquanto a segunda categoria se

ocupa da assimilação de coenzimas. As diferenças na categoria A talvez sejam consequência ou

estejam relacionadas à alta taxa de substituição e controle metabólico dos parasitas, devido a seus

ciclos de vida complexos (como mencionado anteriormente), e no caso da categoria H, a diferença

poderia ser devida ao fato de que B. saltans adquire as coenzimas a partir das bactérias que ingere, ao

contrário que nos tripanossomatídeos, que as obtêm a partir de seus hospedeiros. Por outro lado, nas
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categorías M (biogênese da parede celular/membrana/envelope) e P (transporte e metabolismo de íons

inorgânicos), se destaca a quantidade de proteínas no organismo de vida livre B. saltans. Essa redução

de proteínas nestas categorias dos tripanossomatídeos tem consistência com a perda de redundâncias

funcionais que experimentaram, como é o caso de algumas famílias de proteínas de membrana e

transportadores iônicos (Jackson et al. 2016). Contudo, os dados refletem os eventos de redução de

redundância funcional e diferenças nas distribuições de caracteres ancestrais entre os

tripanossomatídeos, especialmente aqueles de famílias multigênicas, como as peptidases secretadas,

proteínas de membrana e também elementos móveis (transposons).

V.6 Comparação genômica baseada nos domínios PFAM

Outro passo necessário na anotação funcional dos genes anteriormente mencionados são as

anotações de seus domínios proteicos. Os domínios são regiões das proteínas que podem cumprir

diversas funções, como estruturais, catalíticas e evolutivas, com as quais é possível inferir as funções

de uma proteína, mesmo que às vezes não necessariamente seja uma simples soma de seus domínios.

Nesta seção comparamos o número de cópias de 21 domínios, caracterizados em estudos prévios dos

Tritryps, que foram encontrados nos proteomas de Blechomonas sp. TCC303E, 10 outros

tripanossomatídeos e o "bodonídeo" B. saltans (Berriman et al., 2005; Ivens et al, 2005; El-Sayed et

al., 2005; Peacock et al., 2007). Estas anotações foram obtidas ao contrastar os proteomas com a base

de dados PFAM (Protein family) utilizando o programa Hmmscan. Em Blechomonas sp. TCC303E

foram anotados 52,8% (4.249/8.044) de seu proteoma con 2.423 domínios PFAM únicos, onde 1.329

se apresentaram como cópias únicas e em 2,5% (204/8.044) foi anotado como domínios com função

desconhecida o DUF (Domain of Unknown Function).

Figura 6. Comparação dos domínios protéicos anotados com domínios PFAM de 11 espécies de
tripanossomatídeos e de B. saltans: Blechomonas sp. TCC303E (Ble), B. ayalai (Ba), C. fasciculata (Cf), E.
monterogeii (Em), L. donovani (Ld), L. major (Lm), L. pyrrhocoris (Lp), L. seymouri (Ls), T. brucei (Tb),
Phytomonas AKH_PRJEB1535 (Ph), P. confusum (Pc), B. saltans (Bs). O heatmap mostra nas colunas as
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espécies e nas linhas os códigos PFAM relacionados com seus domínios putativos. Quantidades maiores de
domínios são marcadas com cor azul mais escura.

O gráfico heatmap (figura 6) mostra o número de cópias dos domínios, organizados de forma

decrescente em relação ao número de cópias no Blechomonas sp. TCC303E, onde o maior número de

cópias recebe a cor azul mais escura. Do gráfico se observa que as espécies de Blechomonas têm

similar número de cópias, com os seguintes 5 domínios como os mais abundantes, em ordem

decrescente: PF00069, PF00400, PF00076, PF00004 e PF00515. Em termos gerais, todos os

organismos testados mostram valores próximos, com algumas exceções notórias nos domínios

PF13855 e PF01457. Outrossim, B. saltans se destaca do resto de espécies de forma clara com

maiores números de cópias na grande maioria de domínios, o que era de se esperar segundo a

literatura (Jackson et al. 2016). Estas diferenças relativas entre tripanossomatídeos e B. saltans

coincidem com as anotações embasadas em categorias KOG do capítulo anterior, e são consistentes

com os eventos evolutivos de redução de funções redundantes em tripanossomatídeos em vários

domínios envolvidos em uma ampla variedade de processos biológicos.

O domínio PF13855 representa repetições em tandem, usualmente ricas em leucina (LRR,

Leucine-rich repeats). LRR é amplamente conservado, desde vírus a eucariotos, e devido a constituir

um módulo “comum” para construir estruturas de interação, oferece diversas funções para as

proteínas, como interação proteína-proteína, reconhecimento de patógenos e transdução de sinais.

Ademais, estudos mostram a participação do domínio LRR como elemento chave para a função de

proteínas utilizadas por parasitas no processo de invasão a hospedeiros, como foi observado em um

primeiro momento em bactérias. Depois, em tripanossomatídeos, se observou o domínio LRR

formando parte de proteínas de superfície celular altamente imunogênicas, como PPG e PSA-2, que

são utilizadas por Leishmania para invadir macrófagos (Kedzierski et al. 2004) e por outros parasitas

para interagir com seus hospedeiros, como Plasmodium falciparum (Pierrot et al. 2012). O domínio

PF13855 foi encontrado em 0,47% (38/8.044) do proteoma de Blechomonas sp. TCC303E,

porcentagem composta principalmente por proteínas anotadas como hipotéticas e o resto envolvidas

nos processos de transdução de sinais, modificação e mudanças de proteínas, e mecanismos de defesa.

Por sua parte, os tripanossomatídeos que destacam com maiores quantidades são E. monterogeii

(724), C. fasciculata (534), L. pyrrhocoris (480) e L. major (390), e no caso de B. saltans (2470), este

domínio é maior que 3,4 vezes a maior quantidade entre os tripanossomatídeos (E. monterogeii com

724).

O domínio PF00400 caracteriza a superfamília de proteínas WDRs (WD40 repeats), uma das

mais abundantes e com grande diversidade de funções nos eucariotos que se originou nas etapas

iniciais da separação com os procariotos. O domínio WD40 permite interações proteína-proteína e

junto a outros domínios originam complexas estruturas proteicas com ampla variedade de funções

40

https://sciwheel.com/work/citation?ids=1242436&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12697240&pre=&suf=&sa=0


(Campbell et al. 2004; van Nocker e Ludwig 2003). Esta versatilidade exibida por esta família de

proteínas derivou em proteínas altamente conectadas e centralizadas nas redes celulares, participando

de múltiplos processos celulares como: processamento de RNA, transdução de sinais, tráfico

vesicular, regulação da divisão celular, apoptose, ubiquitinação/degradação de proteínas, montagem

da cromatina, remodelação e regulação transcricional (Chahar et al. 2015; Li et al. 2014). Em

tripanossomatídeos, membros da família WDR, como RACK1, participam dos processos de

sinalização celular, divisão, diferenciação e tradução. Ortólogos de RACK1 são essenciais para a

virulência e patogenicidade em Leishmania e Trypanosoma. Em Leishmania, LACK, é essencial para

a viabilidade do parasita, a sobrevivência na temperatura do hospedeiro e a infecção robusta dos

macrófagos do hospedeiro (Choudhury et al. 2011). Em TCC303E foram encontrados 146 domínios

WD40, e 143 em B. ayalai, o que representa 1,82% (146/8.044) e 1,78% (143/8.042),

respectivamente. A maior parte delas são proteínas hipotéticas, seguidas de proteínas para

amadurecimento do RNA, transporte intracelular, citoesqueleto, controle do ciclo celular, transcrição,

transdução de sinais e  modificação de cromatina.

O domínio PF00069 é o mais abundante e representa os domínios quinase, altamente

conservados nos tripanossomatídeos e integra uma considerável porcentagem de seus proteomas (ao

redor de 2% em Tritryps); e, por sua vez, estes domínios apresentam algumas divergências específicas

de sequências próprias de cada espécie (Merritt et al. 2014; Tschoeke et al. 2014). As quinases têm a

função de fosforilar proteínas, mecanismo chave para a regulação de uma extensa variedade de

processos celulares fundamentais para o parasita, como foi mencionado na análise com os termos

KOG, formando parte dos processos de transdução de sinais. Em tripanossomatídeos, as quinases

envolvidas na transdução de sinais terminam na regulação da expressão dos genes em nível

pós-transcricional, já que ao contrário que em outros eucariotos, que regulam no nível transcricional,

os tripanossomatídeos carecem de promotores de transcrição e a transcrição é feita em blocos

policistrônicos (Parsons et al. 2005; Wiese et al. 2003). Ademais, as quinases são chave na interação

hospedeiro-parasita (Silvestre et al. 2022). Por exemplo, Leishmania utiliza adenilato quinase para

reduzir o ATP externo e dessa forma prevenir a apoptose do macrófago, assegurando sua

sobrevivência (Kulkarni et al. 2019). Este domínio é mais numeroso no gênero Blechomonas e

representa 2,3% (185/8.044) do proteoma de Blechomonas sp. TCC303E (2,4% em B. ayalai). A

maior parte destas proteínas está envolvida na transdução de sinais, seguido por proteínas que

controlam o ciclo celular, proteínas hipotéticas, transporte e metabolismo de carboidratos e

coenzimas, transcrição, tradução, reparação, recombinação e replicação do DNA, e 9 genes contendo

domínios de adenilato quinase nas espécies Blechomonas.

O domínio PF00076 é uma das classes de domínio mais comuns em eucariotos e em alguns

tripanossomatídeos, incluindo Blechomonas, e o terceiro em abundância no heatmap. Este domínio

capacita as proteínas a unir-se a transcritos de RNA (RBPs, RNA-binding protein) mediante seu
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dedicado domínio funcional RBD (RNA-binding domain; também conhecido como RRM, RNA

recognition motif). O tipo de classe das RBPs depende do motivo que constitui o RBD, como por

exemplo os domínios RRM, dedos de zinco, Pumilio e ALBA, para nomear alguns dos mais comuns

(Romagnoli et al. 2020; Romaniuk et al. 2016). Os RBPs constituem ao redor de 3-10% do genoma

de eucariotos (Glisovic et al. 2008). Se somarmos os domínios RBD com outros domínios de união ao

RNA (como dedos de zinco e Pumilio, junto a outros domínios não mostrados no heatmap), resulta

em uma elevada quantidade, consistente com sua grande importância para a função celular dos

tripanossomatídeos, já que regulam a expressão gênica no nível pós-transcricional ao unir-se aos RNA

mensageiros, o que determina a abundância dos transcritos e a eficiência de suas traduções. Estas

proteínas por sua vez são reguladas por enzimas como as quinases e as fosfatases, anteriormente

mencionadas (Ivens et al. 2005; Romaniuk et al. 2016).

O domínio PF00004 faz referência à superfamília de proteínas chamadas AAA+ (ATPases

associated with various cellular activities), que utilizam a energia liberada da hidrólise de ATP para

gerar eventos de remodelação molecular (energia mecânica) que são empregados em uma ampla

variedades de atividades celulares (Snider et al. 2008; Wendler et al. 2012). No proteoma de

Blechomonas sp. TCC303E, cerca de 0,8 % (61/8.044) das proteínas contêm o domínio AAA+, e se

distribuem em diversas funções (similar em B. ayalai), principalmente nas modificações

pós-transcricionais e na renovação das proteínas, como a proteína cdc48, central nos processos de

controle de qualidade de proteínas para eliminar proteínas danificadas, o que protege a Leishmania

contra os danos recebidos dentro do macrófago (Aguiar et al. 2020); também foram encontradas

proteínas envolvidas em manutenção, replicação e recombinação do DNA, como a família de

proteínas RuvB que participa na progressão do ciclo celular e remodelamento da cromatina (Ahmad e

Tuteja 2012); além de proteínas com função no citoesqueleto, como as proteínas da cadeia pesada da

dineína (DHC) e uma proteína katanin-like envolvida no controle do tamanho do flagelo em

tripanossomatídeos (Casanova et al. 2009).

O domínio PF00515, chamado repetições dos tetratricopeptídeos ou TPR (The

tetratricopeptide repeats), está entre os mais abundantes, como era de se esperar devido a apresentar

uma grande diversidade de sequências que permitem interações proteína-proteína e proteína-lípidos,

envolvidas na regulação do ciclo celular, função de chaperona e modificações pós-traducionais;

Ainda, sua estrutura serve como andaime para a formação de diferentes complexos multiproteicos,

receptor de importação peroxisomal e NADPH oxidase (Diniz et al. 2010). Foram encontrados em

aproximadamente 0,55% (44/8.044) do proteoma de Blechomonas sp. TCC303E e em B. ayalai em

0,57% (46/8.042) de seu proteoma. Estas proteínas estão envolvidas em funções celulares como:

Estrutura da cromatina, controle do ciclo celular, chaperonas, modificações pós-traducionais,

42

https://sciwheel.com/work/citation?ids=4941858,12819325&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1282303&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1603544,4941858&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1301787,68561&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12820714&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12838358&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12838358&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12838873&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12850384&pre=&suf=&sa=0


renovação das proteínas, transporte de carboidratos e substâncias inorgânicas, transdução de sinais e

citoesqueleto.

O domínio PF01457 caracteriza a família GP63, contabilizadas como 0,21% (17/8.044) do

proteoma de Blechomonas sp. TCC303E e 0,16% em B. ayalai (13/8.042) de seu proteoma e de forma

notória em 2,12% (176/8.285) do proteoma de E. monterogeii. Este último tripanossomatídeo tem

uma inusual etapa intraeritrocitária, e de forma distinta de Leishmania, as sequências de GP63 são

funcionalmente inativas (como metaloproteinases) na etapa promastigota, pelo que se especula que

tenha uma expressão específica intraeritrocitária (Medina-Acosta et al. 1994; Yao 2010). Talvez estas

diferenças tenham relação com um repertório maior de GP63 para conseguir parasitar esse particular

ambiente intraeritrocitário.

Nos tripanossomatídeos, uma das moléculas chave para a interação hospedeiro-parasita é a

glicoproteína GP63, também chamada de MSP (major surface protease), metaloprotease zinc,

protease ácida de superfície, protease de superfície de promastigota, e leishmanolisina, a qual se

apresenta maiormente unida a superfície celular por meio do ancoragem GPI

(glycosylphosphatidylinositol), porém, também é liberada ao meio em forma livre ou dentro de

vesículas. Além disso, as GP63 são uma família multigênica que pode variar de forma considerável

em número de cópias dependendo da espécie (Castro Neto et al. 2019).

Estas proteínas apresentam diferenças em suas sequências, no momento em que são

expressadas e em sua localização, o que resultou na expressão de distintas funções dependendo da

espécie, inclusive dentro de um mesmo parasita estas sequências podem manifestar funções

colaborativas ou redundantes; estas funções são importantes para os processos de infecção e

sobrevivência em seus hospedeiros invertebrados e vertebrados e pode ser que tenham facilitado a

adaptação a novos ambientes (Yao 2010). Por exemplo, em Leishmania, é crucial para sua

patogenicidade, evadir o sistema imune de seu hospedeiro, interagir com a matriz extracelular e

promover uma efetiva fagocitose pelos macrófagos; em T. brucei, ajuda na renovação da capa de

VSG; em T. cruzi, se observou in vitro que a GP63 é necessária para invadir as células mamíferas

(Llewellyn et al. 2015). No entanto, pouco se conhece da função que desempenha a GP63 em

invertebrados, porém se hipotetiza que sua função primária ou ancestral estava relacionada com a

sobrevivência em dípteros (Santos et al. 2006), o que derivou em possíveis funções na defesa, nutrição

e aderência ao intestino de insetos. Sem dúvidas, estudos demonstraram a capacidade dos monoxenos

de invadir e sobreviver em células fagocíticas e no fagocíticas de hospedeiros mamíferos, onde a

GP63 teve uma função crucial nesses processos, o que corrobora os reportes de infecções oportunistas

dos monoxenos, incluindo B. pulexsimulantis (d’Avila-Levy et al. 2014).

Outra proteína importante na interação hospedeiro-parasita, caracterizada pelo domínio

PF07344, é a glicoproteína amastina, que se classifica em quatro clases (α, β, γ, and δ). A amastina
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promove a fagocitose de Leishmania ao interagir com a membrana dos macrófagos e viabilizar sua

sobrevivência intracelular em sua forma amastigota (de Paiva et al. 2015). Em nosso organismo foram

encontradas 13 (0,16%) proteínas com o domínio PF07344 e 17 (0,21%) em B. ayalai, e de forma

notória, à exceção de E. monterogeii, no grupo de Leishmaniinae o número de amastinas é maior. O

caso de E. monterogeii talvez seja explicado pelas funções das proteínas multigênicas que se

sobrepõem de forma sinérgica ou redundante, assim se um falhar o outro o compensa, como no caso

dos genes MSP e LPG em Leishmania (Yao 2010).

As quantidades de domínios tem correlação em abundância de repertório funcional com a

análise anterior de termos KOG que expõem processos evolutivos de contrações e expansões de

características ancestrais, principalmente de famílias multigênicas de superfície e peptidases

(El-Sayed et al. 2005b; Jackson 2015; Jackson et al. 2016; Tschoeke et al. 2014). Ademais, as

principais funções moleculares dos domínios descritas nestas análises foram as de união ou interação

de proteínas centralizadas (múltiplas conexões e funções) com proteínas e nucleotídeos, focados

principalmente na regulação pós-transcricional, na tradução e pós-tradução; e também focadas na

interação com receptores e transdutores de sinal. Sendo essas descrições consistentes com a

abundância de termos GO descritos na literatura (Tschoeke et al. 2014).

V.7 Análise das famílias de genes usando a abordagem de clustering

Nesta etapa se classificou o proteoma de Blechomonas sp. TCC303E junto ao de 11 espécies

de tripanossomatídeos em grupos ortólogos (GOs) por meio do método de clustering ou agrupamento

por relações de ortologia, para o qual se utilizou a ferramenta OrthoFinder (Tabela 5). Os proteomas

somaram o total de 110.009 proteínas, das quais 101.008 (~91,8%) foram agrupadas en 10.753 GOs

(contendo ao menos 2 proteínas), com 2803 GOs contendo proteínas de cópia única e 6992 (6,4%)

proteínas específicas de espécies agrupadas em 1497 GOs. O G50 estimado foi de 12 (50% dos genes

estão em GOs desse tamanho ou maior). Do resto das 9.001 (8.2%) proteínas classificadas como

sequências órfãs ou singleton, 341 proteínas são de Blechomonas sp. TCC303E (4.2% de seu

proteoma). O resto das proteínas de Blechomonas sp. TCC303E (7703) formaram 7.159 GOs, número

próximo ao de B. ayalai (7.295) e em um contexto onde L. pyrrhocoris é a espécie com maior número

(8.089) e Phytomonas tem o menor (5.497). Por sua vez, Blechomonas sp. TCC303E apresenta 143

proteínas (1,8%) em 28 GOs específicos da espécie. B. saltans (5632) e o tripanossomatídeo mais

próximo, P. confusum (184), contêm a maior quantidade de proteínas específicas da espécie, e as

menores quantidades se encontram nas espécies L. donovani (8) e L. seymouri (11).
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Tabela 5. Descrição das categorias dos resultados obtidos com o programa OrthoFinder para 11 espécies de
tripanossomatídeos e B. saltans: Blechomonas sp. TCC303E (Ble), B. ayalai (Ba), C. fasciculata (Cf), E.
monterogeii (Em), L. donovani (Ld), L. major (Lm), L. pyrrhocoris (Lp), L. seymouri (Ls), T. brucei (Tb),
Phytomonas AKH_PRJEB1535 (Ph), P. confusum (Pc), B. saltans (Bs).

Em um enfoque de grupos de ortólogos por pares observados no heatmap (figura 7), a espécie

L. pyrrhocoris compartilha os maiores números de ortólogos com as espécies C. fasciculata (7.897) e

L. seymouri (7.768). No outro extremo, se encontra a espécie B. saltans, dividindo as menores

quantidades de ortólogos com os tripanossomatídeos, como era de se esperar devido a sua maior

distância filogenética, onde o menor número compartilhado (4.355) é mostrado com Phytomonas. Por

sua vez, Blechomonas sp. TCC303E compartilha os maiores números de ortólogos com as espécies B.

ayalai (7.013), L. pyrrhocoris (6.511) e o resto do grupo das Leishmaniinae.

Figura 7. Comparação do número de grupos ortólogos compartilhados pelas 11 espécies de tripanossomatídeos e
B. saltans gerados pela ferramenta OrthoFinder: Blechomonas sp. TCC303E (Ble), B. ayalai (Ba), C. fasciculata
(Cf), E. monterogeii (Em), L. donovani (Ld), L. major (Lm), L. pyrrhocoris (Lp), L. seymouri (Ls), T. brucei
(Tb), Phytomonas AKH_PRJEB1535 (Ph), P. confusum (Pc), B. saltans (Bs).

Entre as proteínas específicas da espécie encontradas em Blechomonas sp. TCC303E foram

encontradas proteínas ribosomais L37Ae, L1Tc, VSP, proteínas de união ao RNA, quinesinas e

elementos transponíveis tipo TATE, além das proteínas hipotéticas. Elementos transponíveis (TEs,

transposable elements), são sequências genômicas dinâmicas com o potencial de modificar a estrutura

e perfil funcional do genoma. Nos parasitas que infectam mamíferos, os TEs influenciam na função e

expressão dos genes; por exemplo, nos tripanossomatídeos, foi demonstrado que os TEs podem

participar nos processos de transcrição, segregação dos cromossomos e no amadurecimento do RNA

(Bringaud et al. 2008; Thomas et al. 2010), assim como também em eventos de recombinação que
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podem derivar na amplificação genética (Pita et al. 2019).

Em Leishmania foi sugerido que os transposons tipo TATE (Elementos Transponíveis

Associados ao Telômero) poderiam exercer um papel central na regulação e estrutura genética (Llanes

et al. 2015; Tschoeke et al. 2014). Mecanismos que controlam os efeitos deletérios que podem causar

a expansão dos TEs são necessários, como a maquinaria dos RNAs de interferência (iRNA)

encontrados nos nematóides e em T. brucei. Em Blechomonas sp. TCC303E não foi encontrado um

mecanismo completo para iRNA, como observado em T. cruzi e L. maior, o que poderia sugerir

mecanismos alternativos em certos tripanossomatídeos (El-Sayed et al. 2005b).

V.8 Expansões de família de genes dentro dos Clusters de Grupos Ortólogos

Com o propósito de observar a magnitude da expansão dos grupos ortólogos mais abundantes,

foram escolhidos os 23 GOs mais abundantes, presentes em todos os organismos e com anotação

funcional conhecida. Como mencionado acima, referindo-se ao trabalho de (Jackson et al. 2016),

observa-se (figura 8) que os grupos ortólogos que apresentam maiores expansões são aqueles com

funções relacionadas a mudanças morfológicas durante os ciclos biológicos, uso de nutrientes e

interação com seus hospedeiros, características que conferem vantagens aos parasitas para se

adaptarem às diferentes condições ambientais encontradas em seus hospedeiros. Destacam-se

particularmente por apresentarem uma grande variedade de expansões os grupos ortólogos compostos

pelo receptor adenilato ciclase (OG0000005) e a proteína leishmanolisina (OG0000006) em T. brucei

e E. monterogeii, respectivamente; seguido pelos grupos ortólogos OG00000010 e OG0000011, que

incluem transportadores ABC e proteínas E (Ullman 1995).

Figura 8. Heatmap dos 23 grupos ortólogos mais abundantes com anotação conhecida e presentes em todas as
11 espécies de tripanossomatídeos e B. saltans analisadas com o programa OrthoFinder. Linhas mostram os
grupos ortólogos com suas descrições e as colunas, as espécies: Blechomonas sp. TCC303E (Ble), B. ayalai
(Ba), C. fasciculata (Cf), E. monterogeii (Em), L. donovani (Ld), L. major (Lm), L. pyrrhocoris (Lp), L.
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seymouri (Ls), T. brucei (Tb), Phytomonas AKH_PRJEB1535 (Ph), P. confusum (Pc), B. saltans (Bs). Cores
mais escuras indicam maior número de cópias gênicas por grupo ortólogo.

Entre os grupos ortólogos relacionados às alterações morfológicas encontramos o grupo

OG0000019 que abriga a sintetase acil graxo-CoA, que participa da ativação de ácidos graxos para a

formação de membranas celulares e estruturas de superfície celular como as GPIs, que servem como

âncoras para várias proteínas de superfície celular, como as proteínas VSGs em T. brucei. Neste

parasita, a sintetase acil graxo-CoA está localizada em arrays, em tandem e é expressa

constitutivamente em ambas as fases do ciclo de vida (Jiang e Englund 2001; Smith e Bütikofer

2010). Observa-se que, com exceção de L. seymouri e Phytomonas, todos os parasitas apresentam um

maior número de cópias do que B. saltans, destacando-se C. fasciculata com 9 cópias.

Também temos o grupo OG0000021 formado por proteínas de ligação ao RNA com função

de reconhecimento das sequências AU na porção 3'-não traduzida (3'-UTR), porções que controlam

vários aspectos da maturação do transcrito, incluindo seleção do sítio de splicing, poliadenilação,

estabilidade do RNA, transcrição e abundância dos transcritos (Banerjee et al. 2003; Najafabadi et al.

2013). No gráfico heatmap se destacam as amplificações na subfamília leishmaniinae e em P.

confusum.

O grupo OG0000046 é composto por chaperonas HSP70, proteínas responsáveis ​​pela

manutenção da homeostase celular em quase todos os organismos e com uma ampla variedade de

funções, muitas vezes altamente adaptadas a determinadas espécies, conforme relatado em protistas

parasitas. Nos tripanossomatídeos, as HSP70s desempenham papéis essenciais na adaptação às

mudanças ambientais e na diferenciação dos estados induzidos pelo estresse, tornando-as importantes

para a transmissão e patogênese (Requena et al. 2015).

O grupo OG0000087 é formado por proteínas motoras chamadas cinesinas que estão

envolvidas na remodelação do citoesqueleto e no transporte intracelular. Nos tripanossomatídeos esta

proteína sofreu uma grande expansão, resultando em um repertório diversificado de proteínas (An e Li

2018).

Finalmente, o grupo OG0000108 contém proteínas do tipo Ring-box envolvidas na renovação

de proteínas em resposta ao dano celular e na progressão do ciclo celular. (Rojas et al. 2017).

Os grupos relacionados à utilização de nutrientes são OG0000010 e OG0000063, que abrigam

transportadores do tipo ABC e capturadores de glicerol. Essas proteínas do tipo ABC estão entre as

mais antigas e conservadas em todos os reinos. Nos cinetoplastídeos, esta família de transportadores

sofreu uma diminuição na sua diversidade filogenética ao evoluir em tripanossomatídeos, porém é

comum observar expansões em certas famílias de proteínas, principalmente naquelas famílias que
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conferem vantagens adaptativas ao parasita. Verificamos que o grupo de proteínas do tipo ABC é

formado pela subfamília do tipo A que está relacionada ao transporte de fosfolipídios e resistência a

drogas (Cortés-Selva et al. 2005; da Costa et al. 2018; Leprohon et al. 2006); Além disso, em outros

organismos, já foi relatada uma tendência de expansão pela subfamília ABCA. (Gong e Wang 2022;

Verrier et al. 2008). Também foi relatado no gráfico heatmap o grupo GO0000011, composto por

proteínas do tipo ABC envolvidas na resistência a drogas.

O grupo OG0000063 está envolvido na captura do glicerol, composto que, assim como a

glicose e a prolina, também é injetado no metabolismo central do carbono (Bringaud et al. 2021).

Outras enzimas relacionadas à produção de energia e utilização de nutrientes estão presentes nos

grupos OG0000096 e OG0000057. No primeiro grupo está a enzima fumarato redutase que participa

da produção de succinato (Mracek et al. 1991), principal produto da glicólise durante o estádio no

hospedeiro invertebrado em alguns tripanossomatídeos, assim como o segundo grupo conformado por

subunidades ATPase, é fonte de oxidação para a respiração celular.

Em relação aos grupos que contribuem para a interação com os hospedeiros, encontramos

diversas funções relacionadas à sinalização celular, resistência a drogas, evasão do sistema

imunológico e no processo de infecção. A adenilato ciclase (AC), localizada no grupo OG0000005,

participa juntamente com o cAMP no comportamento e diferenciação dos parasitas (Tagoe et al.

2015). Esta proteína está envolvida na sinalização celular e evasão do sistema imunológico, por

exemplo, limitando a produção de TNF-α produzido pelas células mielóides como primeira linha de

defesa. Os genes AC são organizados em arranjos, onde são expressos diferencialmente dependendo

do ciclo celular, condições ambientais e posição dentro desses arranjos (Jackson 2015). Um repertório

maior foi encontrado em T. brucei em comparação com T. cruzi e Leishmania, onde são co-expressos

junto aos genes VSG, isso devido provavelmente ao fato de ter sofrido uma pressão seletiva positiva,

uma vez que este parasita foi exposto por mais tempo ao sistema imunológico e outros ligantes na

corrente sanguínea (de Castro Neto et al. 2021).

Os grupos OG0000025 e OG0000076 contém proteínas fosfatases e quinases do tipo

serina/treonina dependentes de cálcio. A fosforilação de proteínas pode desempenhar um papel crítico

no desenvolvimento dos cinetoplastídeos, sendo observadas nestes organismos mudanças no padrão

de fosforilação e expressão de quinases e fosfoquinases durante seus ciclos de vida; por exemplo, em

Trypanosoma e Leishmania proteínas quinases desempenham um papel vital no crescimento e

controle da virulência (Orr et al. 2000; Szöör 2010; Vacas et al. 2019).

Outro grupo de quinases é encontrado no grupo OG0000038, formado pelas caseínas quinases

1 (CK1) que são altamente conservadas em eucariotos desde protozoários até humanos. Essas

quinases são fundamentais na sinalização celular e muito importantes para a interação
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hospedeiro-patógeno, pois participam de diversos processos biológicos, incluindo tráfico de proteínas,

regulação do ciclo celular e apoptose, o que resultou em uma localização pleiotropia e interação com

diversas estruturas subcelulares. Há muitas evidências de sua associação com doenças infecciosas

através da exportação de ortólogos de CK1 para regular as vias de sinalização do hospedeiro, como

observado em Plasmodium e Leishmania (Rachidi et al. 2021). Alguns parálogos dessas proteínas em

Leishmania têm uma relação regulatória com as chaperonas Hsp70 e Hsp90, sugerindo sua

importância na biologia e virulência. Além disso, as variações do número de cópias dos

retrotransposons podem ter gerado variações no número de cópias específicas para cada cepa (Rachidi

et al. 2021).

Por fim, o gráfico heatmap exibe um maior número de cópias nas proteínas com funções que

contribuem para a interação do parasita com seu meio externo e com os hospedeiros. O grupo

OG0000027 é formado por peptidases calpaína, um tipo de cisteína dependente de cálcio que em

tripanossomatídeos experimentaram uma expansão por vezes em combinação com outros domínios de

diversas funções e origens, o que gerou uma grande diversidade de famílias que continua sendo

regularmente atualizada (Ennes-Vidal et al. 2021). Essas peptidases em T. cruzi foram associadas à

resistência a condições de estresse (Giese et al. 2008).

O grupo OG0000090 são portadores da família MATE que são proteínas de extrusão

multi-antimicrobianas que funcionam como antiportadores de prótons ou drogas/sódio, implicadas na

resistência a drogas e amplamente conservadas, englobando bactérias, arqueias e eucariotos (Kabra et

al. 2019).

Os grupos que contribuem nos processos de infecção são os grupos OG0000115 e

OG0000116. O primeiro é composto por proteínas homólogas à família de receptores de progestina e

adiponectina (PAQRs: the progestin and adiponectin family of receptors) que em T. cruzi há

evidências da sua funcionalidade e que desencadeia a diferenciação celular, contribuindo para o

processo de infecção a macrófagos (Coelho et al. 2021). O segundo grupo é formado por proteínas

ecotin-like, um inibidor de serina protease, considerado em diversos patógenos como fator de

virulência, incluindo nos gêneros Trypanosoma e Leishmania, embora não totalmente esclarecido.

Essa proteína inibe fortemente as proteases do hospedeiro mamífero, como tripsina, quimotripsina,

elastase de neutrófilos (NE) e fatores de coagulação do plasma (Garcia et al. 2020).

Também foram encontrados entre os grupos ortólogos com maior expansão às proteínas

GP63, abordado anteriormente, no grupo OG0000006, proteína chave na interação com hospedeiros

invertebrados e vertebrados.
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Por fim temos o grupo OG0000044 composto por um transportador de cálcio da membrana

celular. O cálcio é um mensageiro de sinalização essencial em todas as células eucarióticas, incluindo

os tripanossomatídeos, cuja concentração intracelular pode ser letal se não for regulada de forma

precisa por diversos mecanismos na membrana celular e nas organelas intracelulares. Em parasitas,

este elemento promove mudanças metabólicas vitais como resposta adaptativa rápida e de longa

duração contra agentes de estresse ambiental. Particularmente em tripanossomatídeos, foi relacionado

ao controle da atividade flagelar, aumento da capacidade de infecção, modulação da proliferação,

diferenciação e termoestabilidade para tolerar a temperatura dos hospedeiros. Além disso, o cálcio

também é chave na liberação de fatores de virulência como os VSGs em T. brucei (Benaim et al.

2020; Docampo e Huang 2015).

Com base em tudo o que foi visto acima, pode-se dizer que houve diminuição da redundância

funcional e que a minimização fisiológica é idiossincrática, variando de espécie para espécie, porém a

simplificação genética pode ser uma resposta típica em decorrência da evolução como parasitas

obrigatórios ou mutualistas. Entre as reduções mais significativas estão as bombas de membrana

intracelular e os transportadores ABC. Por outro lado, os parasitas mantiveram e evoluíram genes que

proporcionaram vantagens adaptativas, como genes que lhes permitiram aproveitar os nutrientes em

seu ambiente, por exemplo, multiplicando transportadores de membrana para aproveitar vários

metabólitos (Jackson et al. 2016).

V.9 Filogenômica

Devido a os tripanossomatídeos mostrarem taxas de evolução variadas e muitas vezes rápidas

(Briones et al. 1999; Haag et al. 1998; Stevens e Rambaut 2001), se implementou um enfoque de

inferência filogenética baseado em modelos de coalescência de múltiplas espécies. Este método toma

em consideração separação incompleta de linhagens, por isso é estatisticamente mais consistente do

que os métodos usuais baseados na concatenação de um grupo de alinhamentos de múltiplos genes

(super matriz).

Esta análise filogenômica utilizou as sequências dos 2803 grupos ortólogos de cópia única

obtidos com o programa OrthoFinder (seção V.7) para gerar os alinhamentos necessários (usando o

programa MAFFT) para gerar o conjunto de árvores filogenéticas de cada grupo ortólogo de cópia

única, que foram obtidas com o programa IqTree. Essas árvores filogenéticas foram submetidas a um

método de coalescência de árvores com ASTRAL para inferir a árvore da espécie. Como resultado

desta abordagem, obteve-se uma árvore filogenômica robusta (figura 9) e que coincide com a

classificação filogenética atual dos principais clados filogenéticos dos tripanossomatídeos (Albanaz et

al. 2021; d’Avila-Levy et al. 2020; Durante et al. 2020; Grybchuk et al. 2018; Lukeš et al. 2018).
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Figura 9. Árvore de espécies (1000 pseudoreplicatas de bootstrap) de 2803 grupos ortólogos de cópia única,
inferida mediante modelos de coalescência de múltiplas espécies (coalescência de árvores filogenéticas)
contendo 12 espécies: 6 espécies monoxênicas, 5 heteroxênicas e como grupo externo, B. saltans. Blechomonas
sp. TCC303E (Ble), B. ayalai (Ba), C. fasciculata (Cf), E. monterogeii (Em), L. donovani (Ld), L. major (Lm), L.
pyrrhocoris (Lp), L. seymouri (Ls), T. brucei (Tb), Phytomonas AKH_PRJEB1535 (Ph), P. confusum (Pc), B.
saltans (Bs).

O gênero Blechomonas juntamente com a subfamília Blechomonadinae foi proposto pela

primeira vez em 2013 por (Votýpka et al. 2013) com base na análise filogenética dos genes SL RNA,

gGAPDH e SSU rRNA. Este estudo, como vários outros, coloca Blechomonas como um clado irmão

do restante dos tripanossomatídeos, exceto por Trypanosomatinae (Trypanosoma spp.) e

Paratrypanosomatinae (Paratrypanosoma spp.) que se classificam como os primeiros clados na

origem dos tripanossomatídeos. Neste contexto, é inferida uma origem precoce do gênero

Blechomonas (Grybchuk et al. 2018). De acordo com a literatura, nossos resultados mostram de forma

clara e robusta as relações filogenéticas dos principais clados de tripanossomatídeos, com B. saltans

como grupo externo, seguido na linha evolutiva por P. confusum como o tripanossomatídeo mais

antigo e mais próximo dos bodonídeos. As espécies de Blechomonas estão agrupadas no mesmo clado

irmão do restante dos tripanossomatídeos e posterior ao gênero Trypanosoma.

V.10. Vias metabólicas

Como visto até agora, os tripanossomatídeos sofreram mudanças importantes em seus

repertórios genéticos ao longo de suas histórias evolutivas, como consequência da adaptação aos seus

hospedeiros. Notoriamente, eventos de redução genética de certas capacidades metabólicas que não

são essenciais para a sobrevivência dentro de seus hospedeiros têm sido observados nesses parasitas,
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uma vez que os produtos metabólicos podem ser obtidos dos hospedeiros, como a capacidade de

sintetizar grupos heme, purinas e aminoácidos aromáticos, mas também o catabolismo de metabólitos

e a degradação de macromoléculas (Jackson 2015; Jackson et al. 2016). Observou-se que

Blechomonas segue essa tendência evolutiva de redução e coincide em muitas ocasiões com o resto

dos tripanossomatídeos.

V.10.1  Via biossintética do grupo heme
Blechomonas, como parasita, teve que obter a capacidade de aproveitar o ferro de seu

hospedeiro, um metal essencial para a sobrevivência. Neste caso, o genoma de Blechomonas

apresentou um gene que codifica uma enzima que reduz o ferro férrico a ferroso e um gene que

codifica um transportador de ferro ferroso. No entanto, Blechomonas, como todos os

tripanossomatídeos, perdeu a capacidade de sintetizar grupos heme (figura 10), um cofator essencial

para muitas enzimas, como os citocromos c. Neste gênero, foi encontrado apenas um gene que

codifica uma enzima ferroquelatase (HemH), que catalisa a inserção do ferro ferroso na protoporfirina

IX, enquanto em alguns tripanossomatídeos foi observado que eles adquiriram os três últimos genes

da via metabólica de formação de grupos heme (Opperdoes e Coombs 2007). Por esta razão,

Blechomonas tem que capturar os grupos heme de seus hospedeiros, uma característica observada na

maioria dos tripanossomatídeos (Chang et al. 1975; Korený et al. 2010), com exceção de uma minoria

que o obtém de seus endossimbiontes bacterianos (Alves et al. 2011). No entanto, neste estudo as

anotações genéticas obtidas para os genomas de Blechomonas não indicaram genes codificadores de

receptores heme.
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Figura 10. Mapa metabólico que mostra a presença e ausência de genes da rota metabólica de

biosíntese de moléculas de porfirina de quatro espécies de tripanossomatídeos: Blechomonas TCC303E (linha

azul), B. ayalai (linha vermelha), L. major (linha amarela), L. pyrrhocoris (linha verde). Mapa obtido da base de

dados KEGG e os genes foram atribuídos pelo programa ASGARD.

V.10.2  Aminoácidos

A análise da rota metabólica dos aminoácidos mostrada nos mapas metabólicos (figuras

11-14) indicou que o gênero Blechomonas, como o restante dos tripanossomatídeos, é capaz de

sintetizar seus próprios aminoácidos não essenciais, incluindo os aminoácidos treonina e metionina
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(Opperdoes et al. 2016). Neste gênero observou-se que a alanina pode ser convertida em piruvato pela

enzima alanina transaminase (EC 2.6.1.2); este aminoácido é conhecido por estar presente em

peptidoglicanos da parede celular de algumas bactérias e provavelmente no intestino médio de insetos

(Opperdoes et al. 2016); O fumarato pode ser formado a partir do ácido aspártico, que pode vir da

asparagina através da enzima aspartato-amônia ligase (EC 6.3.1.1) ou também pode vir do

oxaloacetato através da enzima aspartato aminotransferase (EC 2.6.1.1).
Figura 11. Mapa metabólico que mostra a presença e ausência de genes da rota metabólica dos

aminoácidos alanina, ácido aspártico e ácido glutâmico de quatro espécies de tripanossomatídeos: Blechomonas

TCC303E (linha azul), B. ayalai (linha vermelha), L. major (linha amarela), L. pyrrhocoris (linha verde). Mapa

obtido da base de dados KEGG e os genes foram atribuídos pelo programa ASGARD.

Blechomonas, juntamente com C. fasciculata e Leptomonas spp, são os únicos capazes de

sintetizar arginina (um importante intermediário no ciclo da ureia e predecessor das poliaminas) a

partir da citrulina por meio da enzima óxido nítrico sintase (EC 1.14.13.39). A prolina pode ser

convertida em ácido glutâmico pelas enzimas pirrolina-5-carboxilato redutase (1.5.1.2) e L-glutamato

gama-semialdeído desidrogenase (EC 1.2.1.88), podendo em seguida chegar à produção de glutamina

através da glutamato--amônia ligase (EC 6.3.1.2). No entanto, a enzima que produz a reação inversa
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(glutaminase) está ausente, como no restante dos tripanossomatídeos. A reação reversa do ácido

glutâmico para a formação de prolina foi observada apenas em organismos do grupo Leishmaniinae, e

apenas B. saltans é capaz de produzir prolina a partir da ornitina. Estes aminoácidos (prolina e ácido

glutâmico) são fonte principal de carbono e amônio para os tripanossomatídeos durante sua estadia no

intestino médio dos insetos.
Figura 12. Mapa metabólico exibindo a presença e ausência dos genes das vias metabólicas dos

aminoácidos arginina e prolina de quatro espécies de tripanossomatídeos: Blechomonas TCC303E (linha azul),

B. ayalai (linha vermelha), L. major (linha amarela), L. pyrrhocoris (linha verde). O mapa obtido do banco de

dados KEGG e os genes foram atribuídos pelo programa ASGARD.

A cisteína pode ser formada a partir da homocisteína pelas enzimas cistationina beta liase (EC

4.4.1.8) e cistationina gama liase (EC 4.4.1.8) ou a partir da serina utilizando a enzima serina

O-acetiltransferase (EC 2.3.1.30) e cisteína sintase A (EC 2.5.1.47). A cisteína pode então ser

metabolizada em acetil-CoA via mercaptopiruvato. A metionina pode ser formada a partir da serina

por várias enzimas (EC 2.3.1.30, EC 2.5.1.47, EC 4.4.1.1, EC 4.4.1.8, EC 2.1.1.10 e EC 2.1.1.13).
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Figura 13. Mapa metabólico exibindo a presença e ausência dos genes das vias metabólicas dos

aminoácidos cisteína e metionina de quatro espécies de tripanossomatídeos: Blechomonas TCC303E (linha

azul), B. ayalai (linha vermelha), L. major (linha amarela), L. pyrrhocoris (linha verde). O mapa obtido do

banco de dados KEGG e os genes foram atribuídos pelo programa ASGARD.

A serina pode gerar glicina através da enzima glicina hidroximetiltransferase (EC 2.1.2.1),

mas, ao contrário de L. pyrrhocoris e T. brucei, espécies do gênero Blechomonas não podem formar

treonina a partir de glicina.
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Figura 14. Mapa metabólico exibindo a presença e ausência dos genes das vias metabólicas dos

aminoácidos glicina, serina e metionina de quatro espécies de tripanossomatídeos: Blechomonas TCC303E

(linha azul), B. ayalai (linha vermelha), L. major (linha amarela), L. pyrrhocoris (linha verde). O mapa obtido

do banco de dados KEGG e os genes foram atribuídos pelo programa ASGARD.

Por outro lado, Blechomonas, juntamente com o resto dos tripanossomatídeos, perdeu certas

capacidades como catabolizar lisina, triptofano e histidina, e também degradar aerobicamente os

aminoácidos aromáticos fenilalanina e tirosina. Além disso, Blechomonas, como Trypanosoma e

Phytomonas, não são capazes de metabolizar os aminoácidos de cadeia ramificada isoleucina e valina,

incluindo metionina e treonina, e produzir succinato (intermediário para o ciclo TCA), devido à perda

independente de 3 genes da via metil malonil-CoA (propionil-CoA carboxilase, metil-malonil-CoA

mutase e metil-malonil-CoA epimerase). Também, eles não podem usar a pentose xilulose porque

perderam a xiluloquinase (Opperdoes et al. 2016). Além disso, como em Leishmaniinae, Blechomonas

mantém os genes hidroxil-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) liase e β-hidroxi-butirato desidrogenase,

enzimas essenciais para a produção de corpos cetônicos a partir da leucina.

57

https://sciwheel.com/work/citation?ids=6479645&pre=&suf=&sa=0


V.12  Conclusão

As análises mostraram que Blechomonas sp. TCC303E apresenta um repertório genético e

arquitetura genética semelhantes aos dos demais tripanossomatídeos, compartilhando com eles um

alto número de grupos ortólogos em seu core genome. Isto é refletido numa rede metabólica

semelhante, mas também com características genéticas próprias obtidas da sua história evolutiva,

especialmente aquelas das famílias multigênicas de superfície, peptidases e transposons que seriam

sinal das adaptações ao seu hospedeiro. Finalmente, a filogenômica reafirma uma origem precoce do

gênero Blechomonas, como um clado irmão dos tripanossomatídeos, exceto por Trypanosomatinae

(Trypanosoma spp.) e Paratrypanosomatinae (Paratrypanosoma spp.).
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ANEXO

Anexo A: Gráfico dotplot gerado pelo pacote MUMmerplot do resultado do programa PROmer para a
comparação estrutural no nível de sequências de aminoácidos da montagem de Blechomonas sp. TCC303E com
o genoma de L. major. No eixo horizontal estão distribuídos todos os cromossomos (36) do genoma de
referência, L. major, e no eixo vertical estão todos os scaffolds (728) da montagem do genoma de Blechomonas
sp. TCC303E. As cores representam porcentagens de similaridade nos alinhamentos. A diagonal mostra a alta
sintenia entre os genomas comparados.
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Anexo B. Quantidades dos RNAs de transferência para a ligação a todos os tipos de aminoácidos (71 tRNAs) no
genoma de Blechomonas sp. TCC303E.

Anexo C. Gráfico dotplot gerado pelo programa SyMAP que fez uso do programa PROmer para gerar as
comparações ao nível de aminoácidos e construir blocos sintênicos pelo algoritmo de sintenia do SyMAP. Os
blocos sintênicos estão representados pelas caixas azuis; dentro dessas, os blocos sintênicos são representados
por linhas diagonais, as que vão do inferior esquerdo ao superior direito são inversões com relação ao sentido de
cada scaffold.
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