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RESUMO

A Doenca de Chagas, apesar do sucesso de politicas publicas de controle vetorial,
ainda tem incidéncia anual preocupante no Brasil, especialmente nas precarias e
crescentes fronteiras da Amazoénia legal. Seu agente etiologico, o parasita Trypanosoma
cruzi, possui gene gue codifica uma proteina inibidora de serinopeptidase (ISP), ortdloga
da inibidora ecotina encontrada em E. coli e em uma gama de outras bactérias gram-
negativas. Nestas bactérias, especialmente as que invadem tecidos de artrépodes e
vertebrados, uma variedade crescente de estudos indica que a ecotina € um fator
fundamental na defesa bacteriana contra as barreiras imunolégicas dos organismos
infectados. Evidéncias recentes indicam que as ISPs sintetizadas por Leishmania major,
gue sao também ortélogas de ecotina, tem funcdo exdgena, facilitando a sobrevivéncia do
parasita em face do sistema imunoldgico hospedeiro. Tracando um paralelo entre estudos
com bactérias portadoras de ecotina e as ISPs de L. major — parasita que pertence a clade
irmao de T. cruzi — fica claro o papel fundamental que estas proteinas inibidoras de
serinopeptidases desempenham na modulagdo da resposta imunolégica dos hospedeiros
destes parasitas. A seguir, comparamos a posi¢ao da ecotina em varios membros do grupo
Kinetoplastida para reforcar a hipétese de sua possivel origem comum a partir de

transferéncia horizontal.



ABSTRACT

Chagas disease, despite the success of public policies for vector control, still has a
worrying annual incidence in Brazil, especially in the precarious and growing frontiers of the
legal Amazon. Its etiologic agent, the Trypanosoma cruzi parasite, has a gene that encodes
a serinepeptidase inhibitor protein (ISP), an ortholog of the ecotin inhibitor found in
Eschericchia coli and a range of other gram-negative bacteria. In these bacteria, especially
those that invade arthropod and vertebrate tissue, a growing variety of studies indicates that
ecotin is a key factor in bacterial defense against the immunological barriers of infected
organisms. Recent evidence indicates that ISPs synthesized by Leishmania major, which
are also ecotin orthologs, have an exogenous function, facilitating the parasite's survival
against the host immune system. Drawing a parallel between studies with ecotin-bearing
bacteria and ISPs of L. major — a parasite that belongs to a sister group of T. cruzi — it is
clear the fundamental role that these serinepeptidase inhibitor proteins play in modulating
the immune response of these parasite hosts . Next, we compared the position of ecotin in
various members of the Kinetoplastida group to reinforce the hypothesis of its possible

common origin from horizontal transfer.



1. INTRODUCAO

A Doenca de Chagas, apesar de todos os avancos meédicos e das politicas publicas
de controle epidemioldgico, afeta ainda um namero significativo de brasileiros anualmente.
O agente etiolégico da Doenca de Chagas € o parasita Trypanosoma cruzi, transmitido
através de picadas de insetos da subfamilia Triatominae, através de transfusfes
sanguineas ou oralmente pela ingestdo de alimentos contaminados com dejetos de insetos
vetores. A incidéncia da doenca pela transmissao classica por triatomineos coabitantes de
residéncias humanas foi fortemente reduzida gracas a efetividade dos programas publicos
de controle vetorial e melhoria habitacional. Entretanto, ha um crescente numero de casos
nos estados da Amazobnia legal, onde existem triatomineos silvestres que, por nao
invadirem habitacdes humanas, ndo podem ser facilmente controlados por medidas de
contencéo tradicionais. O resultado frequente é a contaminagdo por via oral através de
ingestao de produtos contaminados por vetores infectados com T. cruzi, como a polpa de
acai (PASSOS et al., 2012), além da expansdo da transmisséo vetorial por triatomineos
silvestres, cuja incidéncia s deve crescer conforme prossegue o desmatamento da regiao
(BRUM-SOARES et al., 2010): s entre 2000 e 2011, foram mais de 1200 casos agudos
confirmados na Amazébnia legal (ARAUJO-JORGE, 2013). A seguir, examinamos a
importancia da ecotina, enzima inibidora de serinopeptidases expressada em T. cruzi, € a
relacdo filogenética dos varios genes ortdlogos de ecotina dentro do clado que contém o

parasita.

O T. cruzi pertence a ordem Trypanosomatida (CHUNG et al., 1983, p. 2), que
também abriga o género Leishmania, outro parasita humano de ampla distribuicdo que
causa doencas de dificil tratamento. Analises genéticas de membros desta ordem
revelaram a presenca de genes que codificam a producéo de inibidores de serinopeptidase
(ISPs), nos géneros Leishmania e Trypanosoma. Os ISPs observados nestes
tripanossomatideos parecem ser ortélogos do gene que codifica a ecotina, um inibidor
encontrado apenas em bactérias gram-negativas, sugerindo uma possivel transferéncia
genética lateral em algum ponto da evolucdo destes taxons. Este fato, bastante
interessante por si sO, torna-se mais intrigante quando consideramos que O
sequenciamento ndo revelou a presenca, no genoma dos parasitas estudados, de
serinopeptidases dos tipos que a ecotina inibe, dado que indica que ISPs de

tripanossomatideos tem alvos exdégenos (IVENS et al., 2005).
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Dada a semelhanca estrutural e a provavel herangca compartilhada da ISP de T. cruzi
com a ecotina de bactérias, é valida uma contextualizacdo mais aprofundada da ecotina. A
ecotina € um inibidor de serinopeptidase isolada originalmente no periplasma em E. coli,
nomeada pela sua capacidade de inibir a enzima digestiva tripsina (do inglés, E. coli trypsin
inhibitor) (CHUNG et al., 1983). Hoje é classificada junto com inibidores homélogos —
incluindo os ISPs de Leishmania e Trypanosoma — na familia 111 da classificacdo
MEROPS (MEROPS Family 111, 2015). Ortélogos de ecotina foram encontrados em varios
géneros de bactérias gram-negativas, incluindo Escherichia, Yersinia e Pseudomonas
(EGGERS et al., 2004). Pesquisas posteriores mostraram que, em procariotos, a ecotina
funciona como uma versétil inibidora competitiva de uma variedade de serinopeptidases
(BABINE; ABDEL-MEGUID, 2008, p. 171-173).

Ha uma infinidade de inibidores de serinopeptidase nos mais diferentes tipos de
organismos, algo que é de se esperar em vista da importancia metabolica desta classe de
peptidases. Em sua maioria sdo pequenas moléculas com um alto grau de especificidade
de substrato, raramente contendo mais de duzentos aminoacidos. A maior distingdo da
ecotina em relacdo a outros ISPs é sua acéo relativamente genérica, ou seja, sua eficacia
inibidora contra uma lista de diferentes enzimas serinopeptidases com func¢des biologicas
tdo distintas quanto tripsina, quimotripsina, elastase, colagenase, calicreina, etc
(MCGRATH; GILLMOR; FLETTERICK, 1995).

Em E. coli o gene da ecotina codifica um mondémero de 142 aminoacidos, sendo
ambos os residuos no sitio de clivagem P1 e P1' ocupados por metioninas. Sozinha, a
molécula se apresenta como um homodimero, mas complexada com moléculas de
serinopeptidases a ecotina forma um complexo quaternario. A estrutura resultante é um
heterotetramero composto por dois mondmeros de ecotina e duas unidades da serino-
protease, e € bastante estavel por ter varios pontos de interacdo molecular. A primeira
unidade da enzima inibida tem dois pontos de contato com o homodimero: um dos
mondmeros de ecotina faz interface com o sitio ativo da serino-protease, enquanto o0 outro
monémero interage com um sitio distal secundario. A segunda unidade de serinopeptidase
realiza as mesmas interacées com o dimero de ecotina, com sentido invertido no lado
oposto do par de proteinas. Cada molécula de ecotina monomérica interage, por sua vez,
com o outro mondmero de ecotina, com o sitio primario de uma das unidades da enzima
alvo e com um sitio secundario na segunda unidade inibida. A ecotina € o Unico inibidor

conhecido de serinopeptidases que faz interfaces em mais de um sitio da superficie
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enzimatica desse modo, representado na fig. 1 abaixo (MCGRATH; GILLMOR;
FLETTERICK, 1995).

Fig. 1 - Interacdo da ecotina (triangulos vermelho e laranja) com seus substratos, serinopeptidases
(quadrilateros verde e azul).

Fonte: MCGRATH; GILLMOR; FLETTERICK, 1995 (fig. 6)
A ecotina parece ser uma potente ferramenta procariota na evasao do sistema

imunoldgico. Um exemplo classico é o da inibicdo de NE: em humanos a enzima elastase
neutrofilica (abreviada NE, do inglés neutrophil elastase), uma serinopeptidase produzida
em granuldcitos neutrofilos, € uma das principais imuno defesas no combate a invasores
patogénicos. Um dos meios de acédo da NE é a clivagem da proteina de membrana externa
A (OmpA, do inglés outer membrane protein A) em bactérias gram-negativas fagocitadas,
dificultando sua multiplicacdo (BELAAOUAJ; KIM; SHAPIRO, 2000; WEINRAUCH et al.,
2002). Por esta razéo, a ecotina € um alvo importante para pesquisas farmacologicas
(BABINE; ABDEL-MEGUID, 2008, p. 171).

Em eucariotos, tém havido uma variedade de pesquisas sobre as funcdes de ISPs
no género Leishmania. No sequenciamento genético de Leishmania major, espécie
evolutivamente bastante proxima de T. cruzi, foram encontrados trés genes codificantes de
ortélogos de ecotina, denominados ISP1, ISP2 e ISP3 (ESCHENLAUER et al., 2009). O
ISP2 é produzido por L. major durante todas as fases de seu ciclo vital, com concentracao
maior nas fases infectantes promastigotas metaciclicos, e age de maneira analoga a
ecotina de E. coli, inibindo elastase neutrofilica (NE) nos macréfagos do hospedeiro (FARIA
et al., 2011). Morrison et. al, em estudo publicado em 2012, chegaram a conclusdo que a
ISP1 em L. major divergiu durante sua evolucdo, assumindo funcdo completamente

diferente no ciclo de vida do parasito: perdeu boa parte de sua capacidade inibidora de
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serino proteases, e passou a ter funcédo enddgena, provavelmente relacionada a formacao
e manutencao do corpo flagelar (MORRISON et al., 2012).

A presenca de um gene codificante de ISP em T. cruzi, tAxon préximo de L. major,
indica que ha probabilidade deste gene ter funcdo exdgena importante no ciclo de vida do
organismo, protegendo a célula invasora das imuno defesas do hospedeiro de maneira
analoga ao gene ISP2 de L. major e da ecotina de E. coli. Portanto, a caracterizacao de
ISP de T. cruzi pode ser um importante passo na construcao de futuras terapias e profilaxias

para a Doenca de Chagas.
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2. METODOLOGIA

As sequéncias de aminoacidos dos ISPs foram obtidas do banco de dados NCBI
(National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine) utilizando
seu pacote de busca automatizado BLAST, com a ecotina de E. coli como alvo de busca
(BORATYN et al., 2013). O alinhamento de sequéncias utilizando o algoritmo MUSCLE e a
analise filogenética de maximum likelihood foram reali zados no software SeaView (GOUY;
GUINDON; GASCUEL, 2010), com a selecdo de matrizes de substituicdo de aminoacidos
com melhor ajuste realizado com o software PROTTEST 3 (DARRIBA et al., 2011). Os
arquivos de arvore resultantes foram editados manualmente para padronizar as etiquetas
de folhas terminais, e os arquivos de imagem dos cladogramas aqui apresentados foram
exportados utilizando a ferramenta online iTol Web Tree Tool (LETUNIC; BORK, 2011).

Para realizar entrada de dados no banco de dados do projeto de visualizacao de loci,
sequéncias génicas completas para analises de locos génicos foram obtidas do mesmo
banco de dados NCBI utilizando a busca tBLASTn, uma ferramenta que toma sequéncia
de aminoacidos como entrada e busca por sequéncias de nucleotideos correspondentes,
com a busca limitada a genomas anotados no RefSeq (BORATYN et al., 2013). Os dados
foram inseridos e manipulados utilizando-se software customizado, desenvolvido para a
tese de Mestrado do autor (FUHLENDORF, 2018). A lista completa de sequéncias com 0s
respectivos links e IDs NCBI GenBank estao listados na Tabela 1. Apds a entrada de dados
ser completada o banco de dados foi manipulado manualmente utilizando chamados SQL
para identificar genes proximos a esquerda e a direita dos homdlogos de ecotina em varias
espécies, com auxilio do mapa visual gerado pelo software mostrando que os homadlogos
de ecotina ocorrem, na maioria das espécies, em dois loci diferentes separados por 50 kbp.
Um destes genes é um gene hipotético codificante de catanina, e 0s outros trés sao trés
genes hipoteticamente codificantes de proteinas, que foram etiquetados CHP1, CHP2 e
CHP3. Utilizando o genoma de L. braziliensis como referéncia, estas quatro sequéncias de
aminoacidos foram passadas pela ferramenta NCBI tBLASTn, com as mesmas
configuracdes utilizadas para os homodlogos de ecotina, e os CDSs resultantes foram
manualmente etiquetados CHP1, CHP2, CHP3 e katanin-like no banco de dados do
visualizador de loci. Os labels e imagens foram gerados em inglés para facilitar seu uso em

eventual publicagéo dos resultados.

Tabela 1 - Lista de itens RefSeq inseridos no banco de dados do gerador de imagens de loci génicos
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Leishmania braziliensis

Lsiehmania brutlens NC_009307.2 Etép_sa/émgcbiAnlm.nihAgov/nuccore/

kﬁe;%afégaﬂbsr/aﬁgggjis N C_O 18242 1 R{épjﬂmg&iAnlm.nihAgov/nuccore/

Leishmania infantum JPCM5 NC_009399.2 E"Cp_%m?bi'n'm'nih'gownumrel

Leishmania major strain Friedlin NC 007256.2 g‘g’jgg;’;’;g_“;""“"“-“‘“'9°V’"“°°°'e’
1

kﬁe&%afgjralzrggﬁi/ﬁ?f% N C_O 18319.1 E:épﬂchm.nnm.nin.gov/nuccore/

Leishmania panamensis NC_025860.1 R‘gj&gchmmmmh'govmuccore/

Leptomonas pyrrhocoris

NW_015438382.

1

https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/
NW_015438382.1

Leptomonas pyrrhocoris

NW_015438394.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/

1 NW_015438394.1
Trypanosoma brucei brucei TREU927 NC _007278.1 E‘g’;’é%ﬂcmmm'"ih'9°V/"“°C°'e/
Trypanosoma brucei gambiense DAL972 NC_026738.1 e e R

Trypanosoma cruzi strain CL Brener

NW_001849489.

1

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
NW_001849489.1

Trypanosoma grayi

NW_008825978.

1

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
NW_008825978.1

Trypanosoma grayi

NW_008826261.

1

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/
NW_008826261.1

Apesar do foco principal desta pesquisa ser a andlise de dados pré-existentes, nos
também expressamos um homologo de ecotina de T. cruzi para testar sua atividade in-vitro
contra uma variedade de serinoproteases. Os testes de atividade enzimatica ainda estao
ocorrendo. Para esta parte do projeto, realizado sob orientacdo e no laboratério da Prof.2
Dr.2 Marcia Aparecida Speranca da Universidade Federal do ABC, o gene codificante de
ISP2 do T. cruzi cepa Y foi extraido por técnica de PCR a partir de DNA purificado, com
uso de primers desenhados sob medida. O gene foi entdo clonado e expressado no
Laboratério de Agentes Patogénicos utilizando técnicas padronizadas de expresséo
recombinante de Sambrook e Russel (SAMBROOK; RUSSELL, 2001).

10
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ISP2 de T. cruzi foi expresso e purificado com sucesso, e atualmente esta
passando por testes de reacdo enzimatica no Laboratério de Agentes Patogénicos na
Universidade Federal do ABC, em um grupo de estudo separado liderado pela Prof.2
Speranca. Estudos preliminares indicam que esta ISP2 de T. cruzi inibe fortemente
serinoproteases como a tripsina e a neutrophil elastase, com eficiéncia ao menos téao forte
guanto a da ecotina de E. coli. Dados numeéricos ainda estéo indisponiveis, visto que 0s
testes laboratoriais ainda estdo em andamento, mas estes resultados preliminares parecem
indicar que a ISP2 de T. cruzi muito provavelmente age de maneira similar aos ISP2 das
espécies do género Leishmania, protegendo o parasita através da inibicdo dos macrofagos
do hospedeiro (FARIA et al., 2011).

Andlise por inferéncia filogenética maximum likelihood resultou na arvore
representada na fig. 2, com a ecotina de E. coli como o grupo externoe as ISPs 1,2 e 3
marcadas com cores, laranja, verde e azul respectivamente. A topologia da arvore indica
fortemente que os ISPs homologos de ecotina diferenciaram-se ha muito tempo, sendo
provavel que os ISP1 e ISP2 ao menos tenham estado presentes no genoma destes

organismos desde a diferenciacdo entre os géneros Leishmania e Trypanosoma.

11
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Figura 2 - Cladograma de maximum likelihood dos homdlogos de ecotina (ISPs), com ISP1 marcado em
laranja, ISP2 marcado em verde e ISP3 marcado em azul

Angomonas deanei. SOUPI7/8-131
Strigomonas culicis. S9VYU3/54-179
Leptomonas pyrrhocoris. AOAOM9FSR2/58-182
Leptomonas seymouri. AOAON1PE50/13-137
Leishmania panamensis. AOA0O88RL71/13-138
Leishmania braziliensis. A4H823/13-138
Leishmania major. Q4QFD4/17-141
Leishmania infantum. AAHWE9/17-141
Angomonas deanei. S9VLF4/8-132
Strigomonas culicis. S9ULP4/9-130
Leishmania braziliensis. A4H824/10-130
Leishmania panamensis. AOA0O88RLH7/10-130
Leptomonas seymouri. AOAON1HZ51/9-130
Leptomonas pyrrhocoris. AOAOM9FSN4/9-130
Leishmania mexicana E9AQ49/9-130
Leishmania major. Q4QFD3/9-130
Leishmania donovani E9BC95/9-130
Leishmania infantum. AGHWF0/9-130
Trypanosoma cruzi Q4D4Y5/12-135
Trypanosoma rangeli AOA0611VJ0/14-135
Trypanosoma vivax GOTVF8/13-131
Trypanosoma brucei C9ZNZ2/12-131
Trypanosoma congolense F9W391/13-131
Trypanosoma rangeli AOA061J5P3/49-171
Trypanosoma vivax GOTVES8/13-116
Trypanosoma brucei C9ZNX6/34-153
Trypanosoma congolense FOWF27/32-151
Angomonas deanei. SO9VBA5/9-135
Strigomonas culicis. SOSW0R4/9-135
Leptomonas pyrrhocoris. AOAONODQP5/8-135
Leptomonas seymouri. AOAON1IIL0/8-136
Leishmania braziliensis. A4H804/8-136
Leishmania panamensis. AOA088RLG5/9-137
Leishmania major. Q4QFF0/8-136

Leishmania mexicana E9AQ32/8-136
Leishmania donovani E9BC76/8-136
Leishmania infantum. AAHWD2/8-136
Escherichia coli AOAOF6C6R5/30-152

A utilizacdo do software de geracdo de imagens de loci génicos, descrita em
detalhes na tese de Mestrado do autor (FUHLENDORF, 2018), Resultou das imagens das

figuras 3 e 4, que mostram 0s cromossomos inteiros e um recorte de uma area de interesse

12
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respectivamente. A fig. 3 é Util apenas para permitir a comparacdo entre os dados de
Leishmania em relacdo a sua posicdo geral no cromossomo: 0os homologos de ecotina
ocorrem no cromossomo 15 destas espécies; os dados das outras espécies ou esta
incompleto ou foi mal anotado, resultando em grandes sequéncias contig. A fig. 4 clarifica
as posi¢cdes cromossOmicas, mas dados para T. grayi e Leptomonas pyrrhocoris ainda sao
fragmentados.

13



Figura 3 - Resultado do software gerador de imagens de loci, com 0s cromossomos inteiros obtidos do

GenBank anotados com as etiquetas: ISPs em vermelho, e genes circundantes CHP1, CHP2, CHP3 e

katanina em verde, amarelo, azul e laranja, respectivamente
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Figura 4 - Resultado do software gerador de imagens de loci: recorte das areas de interesse delimitadas

pelos genes circundantes, com as etiquetas: ISPs em vermelho, e genes circundantes CHP1, CHP2,

CHP3 e katanina em verde, amarelo, azul e laranja, respectivamente
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As imagens das figuras 3 e 4 mostram até 5 homdlogos de ecotina nas varias
espécies de Leishmania. Essa duplicacdo ndo havia sido publicada em artigos anteriores.
Andlise de dados de sequéncia e inspecao visual do contexto gendémico dado por essas
imagens conferem forte suporte a ideia de que homdlogos de ecotina sofreram varias
duplicacbes e/ou multiplos eventos de transferéncia genética horizontal antes da
diferenciagdo dos géneros modernos em Trypanosomatida. Examinando-se a fig. 4 com
cuidado pode-se notar que a maioria das espécies de Leishmania manteve todas as cinco
copias de ISP, enquanto que as espécies de Trypanosoma perderam ao menos algumas
copias. Para facilitar esta andlise visual, uma segunda imagem com recortes das areas de
interesse foi gerada (fig. 5), através de manipulacdo manual do banco de dados. Na nova
imagem gerada, as etiquetas dos genes circundantes CHP 1-3 e katanin-like foram
alteradas para “delim” (em azul), e os homdlogos provaveis de ISP1, ISP2 e ISP3 foram
identificados com cores, vermelho, verde e amarelo respectivamente. Em todas estas
imagens, 0s genes circundantes CHP 1-3 e katanin-like (ou “delim” na fig. 5) Servem como
etiquetas acessorias, delimitando os loci completos dos homélogos de ecotina e auxiliando

na identificacdo de qual variante o homoélogo representa, ISPs 1, 2 ou 3.
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Figura 5 - Resultado do software gerador de imagens de loci: esta imagem representa os mesmos dados

da fig. 4, mas com as ISPs individuais identificadas em ISP 1, 2 e 3 (vermelho, verde e amarelo
respectivamente), e com todas as proteinas circundantes identificadas em azul, e mantidas na imagem

apenas para ilustrar os loci génicos corretamente.
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Sabemos que os ISPs tém sua origem em bactérias, e que surgiram no genoma de
parasitas Kinetoplastida através de transferéncia genética horizontal, porque eles néo
aparecem em nenhum outro eucarioto. A pergunta sem resposta € como. Observando-se
as figuras 4 e 5, e mantendo em mente o cladograma da fig. 2, podemos formar uma
hipotese de como os tripanossomatideos adquiriram seus homologos de ecotina. O proximo
paragrafo é especulativo, mas dada a evidéncia, provavelmente ndo esta muito longe da

realidade:

O ancestral de todos os tripanossomatideos participou de varios eventos de
transferéncia genética horizontal com bactérias possuidoras de ecotina, ou houve um
evento de transferéncia Unico seguido de varias duplicagdes génicas ao longo da evolucao
dos atuais membros do grupo, ou houve vérias transferéncias e duplicagbes. Se houve
varias transferéncias genéticas horizontais, elas provavelmente ndo ocorreram mais do que
trés vezes, para gerar a ISP1, ISP2 e ISP3, e as copias adicionais de ISP2 e ISP3 que
aparecem nas espécies de Leishmania foram provavel resultado de duplicacbes
subsequentes. As posicdes de ISP1 e ISP2 em T. brucei, no primeiro e segundo locus de
ecotina respectivamente, e a provavel homologia da ISP2 com a ISP2 de T. cruzi, apontam
para uma duplicacdo ancestral do locus, anterior a divergéncia dos géneros Leishmania e
Trypanosoma. Neste cenario as espécies de tripanossomas perderam cépias do gene
subsequentemente, que faz sentido visto que os genomas de Trypanosoma sao muito mais
compactos do que os genomas de Leishmania nas imagens apresentadas; este fato sugere
gue, ao longo do tempo, as espécies do primeiro grupo perderam muito mais genes por
delecdo do que as espécies do segundo grupo, e reforca a probabilidade de que T. cruzi e
T. brucei tenham perdido copias de ISP ao longo de sua evolugdo. Uma possivel sequéncia
de eventos baseada neste conjunto de dados limitado € a seguinte: o ancestral comum de
Trypanosomatida tinha trés copias de ecotina no primeiro locus (na posi¢cao aproximada de
120kbp do cromossomo 15), obtidos através de transferéncias laterais com bactérias
possuidoras do gene, ou através de uma simples transferéncia seguida de duplicacdes
contiguas. Posteriormente, 0s genes ancestrais dos ISPs 2 e 3 neste locus sofreram um
evento de duplicacdo simultanea, criando o segundo locus em aproximadamente 190kbp
Nno mesmo cromossomo. Subsequentemente, varias das espécies descendentes perderam

algumas destas copias.

A preservacdo do homélogo ISP2 em varias espécies destes parasitas € um fato
interessante, e faz sentido dada a ampla evidéncia da sua importancia contra os sistemas

imunoldgicos dos hospedeiros. Outro fato interessante € que os parasitas T. brucei
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preservaram o variante ISP1 em todos os casos analisados, enquanto que T. cruzi 0s
perderam. Como o ISP1 parece estar envolvido no desenvolvimento flagelar e na
mobilidade de promastigotos que habitam o vetor inseto nas espécies de Leishmania
(MORRISON et al., 2012), esta poderia ser a razdo de sua preservacao em T. brucei e
preservacdo em T. cruzi. Estas espécies sdo membros das secdes Salivaria e Stercoraria
respectivamente, com ciclos de vida e métodos de transmisséo diferentes. Enquanto o T.
cruzi é transmitido por hemipteros, com a deposi¢do de parasitas infectantes nas fezes
sobre a picada na pele do hospedeiro vertebrado, os parasitas infectantes de T. brucei
vivem na glandula salivar de insetos dipteros, e séo injetados nos hospedeiros vertebrados
pela proboscide destes insetos, como ocorre nas espécies de Leishmania. E possivel que
a variante ISP1 confira alguma vantagem aos tripanossomatideos que tém nos insetos
dipteros seu hospedeiro intermediario. Esta associacdo hipotética pode servir como base

de pesquisas futuras, com aplicacdes potenciais em saude publica.

As especulacbes apresentadas nos ultimos paragrafos sdo apresentadas apenas
para encorajar pesquisas futuras. Por mais tentador que seja afirmar sua validade, nosso
conjunto de dados é muito limitado em abrangéncia e de baixa qualidade em alguns casos
para que facamos afirmacdes assertivas. A anotacdo genémica automatizada que resulta
na maior parte dos nossos dados € limitada, e algumas das sequéncias utilizadas
apresentam erros, omissoes ou outros problemas. Analisando os dados de L. mexicana na
figura 4, por exemplo, é aparente que as sequéncias codificantes entre a primeira
ocorréncia de ISP e a etiqueta CHP2 sao de fato ISP2 e ISP3, mas na anotacdo genémica
automatizada elas aparecem como “proteinas desconhecidas”. Mesmo assim, com o cada
vez mais rapido crescimento no volume de dados gendmicos disponiveis, estas
especulacdes poderdo ser desenvolvidas no futuro com o surgimento de dados mais

precisos e confiaveis.

Este trabalho demonstra sem sombra de divida a ubiquidade de grandes volumes
de dados gendémicos online que ainda ndo foram estudados. A quantidade de informacéao
que pode ser obtida com baixissimo investimento financeiro, utilizando-se ferramentas de
bioinformatica gratuitas, ja € enorme; hoje, com o universo de Big Data e com custos de
sequenciamento em queda exponencial, este fato se tornara cada vez mais 6bvio com a
passagem do tempo. A proxima geracado de bidlogos pode muito bem ser obrigada a
aprender a programar antes de aprender os nomes de todas as familias de plantas e

animais.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A biologia € a mais interdisciplinar das chamadas “ciéncias duras”. Um bidlogo néo
pode mais se contentar com um conhecimento enciclopédico de fatos, como foi comum no
século passado. Hoje, bidlogos aspirantes precisam lembrar que a biologia moderna existe
tanto no trato de grandes volumes de dados quanto no conhecimento de fisiologia e
nomenclatura. Abracar ferramentas e métodos de bioinformatica € o Unico caminho a frente
para aqueles que ndo querem ser deixados para tras nas ciéncias bioldgicas,
especialmente em genética, ecologia e outros campos onde o volume de dados na pesquisa
contemporanea sobrepassa tdo completamente a capacidade de analise de um individuo

sem auxilio computacional.

Adiante, nds biélogos precisamos nos adaptar a este admiravel novo mundo de Big
Data e analise computacional — e empurrar nossos colegas a fazer o mesmo — ou arriscar

nos tornarmos rapidamente obsoletos.
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