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Resumo. Este trabalho propds uma metodologia de identificacdo de mddulos formadores de sequéncias
nucleotidicas codificadoras de proteinas mosaicas do Trypanosoma cruzi utilizando a ferramenta BLAST. Para o
desenvolvimento da metodologia, foi utilizada a familia MASP de proteinas e aplicado inicialmente o conjunto
de valores padrdo dos pardmetros da ferramenta. Posteriormente foram estudadas diferentes combinagdes de
valores de pardmetros a fim de comparagdo de resultados, incluindo valores indicados pela literatura. A
metodologia desenvolvida provou ser eficaz para o objetivo proposto, obtendo melhores resultados quando
aplicados valores diferentes dos valores padréo para filtro de regides de baixa complexidade, E-value e tamanho

inicial de palavra.
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1. Introducéo

O T. cruzi é um protozodrio causador da doenca
de Chagas, uma doenca incurével e debilitante que
afeta milhGes de pessoas nas Américas Central e
Latina. O sequenciamento do genoma desse parasito
permitiu o inicio de andlises de sequéncias de
nucleotideos e aminoéacidos derivadas a fim de
identificar  diversos novos alvos terapéuticos
potenciais, além de fornecer dados estruturais para
estudos funcionais posteriores como 0s dados sobre
mdbdulos encontrados em determinadas proteinas
formadas pelo rearranjo genético desses e conhecidas
como proteinas mosaicas.

Um modulo pode ser definido como um
conjunto de amino&cidos invaridveis ou altamente
conservados usado repetidamente como “blocos de
construcdo” em diversas proteinas. Cada mdédulo pode
apresentar uma funcdo enzimética, sinalizadora,
regulatoria ou estrutural diferente, o que faz com que a
arquitetura modular de proteinas permita a evolugédo
dessas com fungBes complexas e altamente
especializadas.

A grande variabilidade clinica e epidemioldgica
da doenca de Chagas, associada as caracteristicas
genéticas da populagéo do T. cruzi, torna o tratamento
da doenca limitado a medicamentos utilizados desde o
final da década de 1960, apresentando taxas de efeitos
colaterais altas e eficicia varidavel durante a fase
cronica da doenca. Por essa razao, a identificacdo dos
mobdulos constituintes das proteinas de uma das
familias protéicas necessérias & sobrevida e a
patogenicidade do parasito (a familia MASP) por

meio da andlise de seu transcriptoma abre caminho
para a busca de novas estratégias terapéuticas e para a
identificacdo de novos biomarcadores importantes
para o desenvolvimento de novas drogas e progndstico
clinico da doenca de Chagas.

Os objetivos gerais deste trabalho foram o
desenvolvimento de uma metodologia para
identificacdo dos mddulos formadores de sequéncias
nucleotidicas codificadoras de proteinas mosaicas e,
dada uma familia de proteinas do T. cruzi, a
verificacdo de que essas apresentam estrutura mosaica,
ou seja, sdo formadas por modulos que se repetem em
diferentes  proteinas da  familia. Para o
desenvolvimento da metodologia foi utilizada a
familia MASP de proteinas do T. cruzi.

2. Expressdo Gendmica

Todo organismo possui um genoma que contém
a informagdo biolégica necessaria para construir e
manter um exemplar vivo. O genoma é um deposito
de informagdo bioldgica, mas sozinho é incapaz de
liberar tal informacdo para a célula. A utilizacdo da
informagdo  biolégica requer uma  atividade
coordenada de enzimas e outras proteinas, que
participam em uma série complexa de reacles
bioguimicas chamada expressdo genémica [1].

O produto inicial da expressdo genémica é o
transcriptoma, uma colecdo de moléculas de RNA
derivadas dos genes codificadores de proteinas cuja
informacdo bioldgica é requisitada pela célula em um
dado momento. Essas moléculas de RNA direcionam
a sintese do produto final da expressdo gendmica, o



proteoma, o repertério celular de proteinas, que
especificam a natureza das reagdes bioquimicas que a
célula é capaz de realizar. O transcriptoma €
construido pelo processo chamado transcri¢do, no qual
genes individuais sdo copiados para moléculas de
RNA. A construcdo do proteoma envolve a traducdo
dessas moléculas de RNA em proteina [1].

Sequéncias de RNAm espelham a sequéncia de
DNA dos genes dos quais foram transcritas.
Consequentemente, por meio da analise do
transcriptoma, pesquisadores podem determinar o
momento e o local em que um gene é ativado ou
desativado em varios tipos de células e tecidos. A
depender da técnica utilizada é possivel contar o
namero de transcrigdes para determinar a quantidade
de atividade genética, ou nivel de expressdo, em certo
tipo de célula ou tecido. Quanto maior o nimero de
transcricdes, geralmente mais importante aquela
transcricdo € para o funcionamento celular [2].
Estudos com transcriptoma ajudam a explicar uma
sequéncia de genoma, dando apoio a identificacdo dos
genes cujos papéis no genoma ndo foram
determinados por outros métodos [1].

3. Proteinas Mosaicas

Segundo [3], proteinas mosaicas sd0 um grupo
de proteinas que podem ser formadas por um ou mais
tipos de uma variedade de diferentes modulos
estruturais e que possuem uma extensdo diversa de
funcBes. A Figura 1 mostra a representacéo grafica da
estrutura de proteinas mosaicas.

Figura 1 — Representacdo Gréfica da Estrutura de
Proteinas Mosaicas

De acordo com [4], a analise comparativa de
sequéncias protéicas tem revelado que muitas
proteinas extracelulares sdo constituidas por um
repertério limitado de padrdes ou mddulos de
sequéncia. Tais proteinas, chamadas proteinas
mosaicas, podem entdo ser descritas como a
justaposicdo linear de médulos contiguos. Mdédulos
podem ser definidos como subsequéncias usadas
repetidamente como ‘“blocos de construgdo” em
diversas sequéncias protéicas e provavelmente tém
aparecido por meio da “mistura” de genes [5]. Vérias
proteinas mosaicas possuem papel essencial na série
de reagdes quimicas da biologia extracelular [4].

Conforme [6], muitas proteinas sdo compostas
por um ndmero de dominios discretos, que
frequentemente  estdo envolvidos em  funcbes
especificas que contribuem para a atividade geral da
proteina. Uma anélise dos genes codificadores de
proteinas mosaicas revela uma forte correlagdo entre

organizacdo de dominio e estrutura intron-exon. Em
outras palavras, cada dominio tende a estar codificado
por um ou uma combinagdo de exons que iniciam e
terminam no mesmo quadro de splice. Proteinas
mosaicas aparentam ser criadas pela juncdo de
multiplos dominios por meio do embaralhamento de
exons.

Os dominios encontrados em proteinas mosaicas
sdo evolucionariamente maéveis, o que significa que
eles se espalharam durante a evolugdo e agora
ocorrem em proteinas que antes ndo estariam
relacionadas [7]. A maioria das proteinas mosaicas é
extracelular ou constitui as partes extracelulares de
proteinas ligadas a membrana, por isso foi proposto
que proteinas mosaicas desempenharam um
importante papel na evolucdo da multicelularidade [8].

4. Trypanosoma cruzi

O T. cruzi infecta e se adapta ao hospedeiro
vertebrado explorando estratégias evolucionarias para
invadir células alvo e evadir (ou confundir) o sistema
imunolégico [9]. O processo de invasdo, evasdo e
infeccdo envolve diferentes familias de proteinas de
superficie [10]. Uma estratégia chave é a geracdo e
apresentacao de antigenos de superficie variaveis [11].
O parasito pode tirar vantagem dessa estratégia para
aderir a diferentes moléculas na membrana celular e
matriz extracelular da célula hospedeira [10].

O sequenciamento do genoma do T. cruzi foi
concluido em 2005, mas devido as muitas dificuldades
com sequéncias repetitivas e heterozigose do clone, o
sequenciamento foi apenas parcial. Foram preditas
22.570 proteinas, das quais 12.570 formam pares
alélicos [12].

Em termos biolégicos, o T. cruzi apresenta
caracteristicas bastante peculiares que se refletem na
organizacdo e funcdo de seu genoma. As sequéncias
repetitivas do DNA do T. cruzi representam pelo
menos 50% de todo o seu genoma e sdo formadas
principalmente pelas familias de genes que compdem
as proteinas de superficie. Esses totalizam 18% dos
genes codificadores de proteinas do T. cruzi. A familia
MASP do T. cruzi, utilizada neste trabalho, € uma
familia de proteinas de superficie associadas & mucina
que contém 1.377 membros, 0 que corresponde a
aproximadamente 6% do genoma dipléide do T. cruzi,
e é caracterizada por regides centrais altamente
variaveis e que frequentemente contém sequéncias
repetidas [13].

O baixo nimero de peptideos detectados por
abordagens protedmicas sugere que proteinas da
familia MASP podem conter extensivas modificagdes
apos o processo de traducdo. Genes da familia MASP
podem ser expressos em estagios intermediarios nao
representados nos dados do proteoma ou podem ser
expressos de modo mutuamente exclusivo [13].



5. Alinhamento de Sequéncias por Pares

Alinhamento de sequéncias é o procedimento de
se comparar duas (alinhamento por pares) ou mais
(alinhamento multiplo) sequéncias de &cidos nucléicos
(DNA e RNA) ou proteina por meio da busca de uma
série de caracteres individuais ou padrbes de
caracteres que estdo na mesma ordem nas sequéncias
[14].

O alinhamento de sequéncias busca possibilitar
ao pesquisador determinar se duas sequéncias
apresentam similaridade suficiente tal que uma
inferéncia sobre homologia possa ser justificada.
Homologia significa que duas ou mais sequéncias tém
um ancestral comum. J& similaridade, que é um forte
argumento para homologia, é uma medida da
qualidade do alinhamento entre duas sequéncias com
base em algum critério. A similaridade nao se refere a
nenhum processo histérico, sendo apenas uma
comparacdo das sequéncias com algum método,
podendo ser definida, por exemplo, contanto posicoes
idénticas entre duas sequéncias.

H4 duas formas de alinhamento por pares: global
e local. No alinhamento global, é feita uma tentativa
de alinhar toda a extensdo das sequéncias. Sequéncias
que sdo bastante semelhantes e que possuem
aproximadamente o mesmo tamanho sdo candidatas
ao alinhamento global. No alinhamento local, séo
alinhadas extensfes de sequéncia com alta densidade
de casamentos, gerando desse modo uma ou mais
ilhas de casamentos ou sub-alinhamentos nas
sequéncias alinhadas. Alinhamentos locais sdo mais
apropriados para sequéncias que sdo semelhantes
apenas em partes de suas extensdes, sequéncias com
tamanhos diferentes ou sequéncias que compartilham
um dominio ou regido conservada [14]. A Figura 2
exemplifica a diferenca entre os dois tipos de
alinhamento.

seql GCTCATTCGACCTGACTAG
seq2 GTGACTARGACCTCTCATT

Alinhamento GV Wﬂmemu Local

seql GCICATTCGACCTGACTAG ce
e q1 9 GACCT 13
sea2 GTGACTAAGACCTCTC seaz 9 GACCT 13

L]

seq1 13 TGACTA 18

seq2 2 TGACTA 7

B " seq1 2 CTCATT 7

M 'yualdade [[7] Desigualdade ceq2 12 CTCATT 19

Figura 2 — Exemplo de Alinhamento Global (a) e
Local (b)

O algoritmo Smith-Waterman ¢ utilizado para
produzir alinhamentos locais entre pares de sequéncias
de aminoécidos ou nucleotideos. Em um alinhamento
local, o alinhamento € interrompido nas extremidades
de regides de alta similaridade e é dada uma
prioridade muito maior a busca de tais regies do que
a extensdo do alinhamento para incluir mais pares de
aminoacidos ou nucleotideos vizinhos. Esse tipo de

alinhamento favorece a localizagdo de padrbes
conservados de nucleotideos em sequéncias de acidos
nucléicos ou de dominios de aminodcidos em
sequéncias protéicas.

6. BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

O BLAST, uma das principais ferramentas da
bioinformatica, utiliza um método heuristico que se
baseia na determinacdo de trechos de similaridade
local por meio da comparagéo de sequéncias de acidos
nucléicos ou proteinas contra sequéncias armazenadas
em um banco de dados, calculando a significncia
estatistica para os resultados obtidos apds as
comparagOes. Essa ferramenta pode ser utilizada para
inferéncia de relagdes funcionais evolutivas de vérias
sequéncias, assim como para auxiliar na identificacdo
de membros de familias génicas.

O algoritmo do BLAST aumenta a velocidade do
alinhamento de sequéncias buscando primeiro por
palavras ou k-tuplas comuns a sequéncia buscada
(query) e a cada sequéncia de um banco de dados. A
busca é delimitada as palavras mais significativas. No
algoritmo do BLAST, o tamanho da palavra é, por
padrdo, trés para proteinas e 11 para &cidos nucléicos.
Esses tamanhos sdo 0 minimo necessario para alcangar
uma pontuacdo de palavra alta o suficiente para ser
significativa, mas ndo tdo elevada que padrdes curtos
embora significativos sejam perdidos [14].

O BLAST é basicamente um conjunto de
programas que buscam em bancos de dados de
sequéncias  por  similaridades  estatisticamente
significativas. Essa busca precisa de varios passos e
pardmetros de controle. Os cinco programas
tradicionais do BLAST sdo: BLASTN, BLASTP,
BLASTX, TBLASTN e TBLASTX. Os quatro
altimos realizam comparagdo de sequéncias protéicas,
enquanto o BLASTN trabalha com comparacdo de
sequéncias de acidos nucléicos [15]. Neste trabalho foi
utilizado o programa BLASTN.

6.1. BLASTN

O BLASTN tem como entrada uma sequéncia de
nucleotideos e a compara com um banco de dados de
acidos nucléicos. Esse programa é muito utilizado
para procurar sequéncias que sao muito conservadas,
sendo tipicamente aplicado para classificacdo de
elementos repetitivos, exploracdo de sequéncias entre
espécies, explicagio de DNA gendmico e
clusterizacdo de estudos protéicos.

Como a molécula de DNA tem fita dupla e genes
podem ocorrer em ambas as fitas, quando uma
sequéncia query é comparada com um banco de dados
0 BLASTN examina ambas as suas fitas: a sequéncia
original com rétulo positivo e seu complemento
reverso, com roétulo negativo. Como o BLAST alinha
apenas caracteres e ndo tem nenhum modelo de genes
ou outras caracteristicas incluidas, é impossivel



determinar a partir de um alinhamento BLASTN em
que fita o gene esta [15].

6.2. Parametros do BLAST

O algoritmo do BLAST ¢é controlado por uma
série de parametros, muitos dos quais possuem valores
padrdo e ndo precisam ser explicitamente
determinados. Os parametros do BLASTN utilizados
neste trabalho e tidos como mais relevantes sdo
detalhados abaixo.

Filtro de Regides de Baixa Complexidade — a
filtragem pode eliminar informagdes estatisticamente
significantes porém biologicamente desinteressantes
do relatério do BLAST, deixando apenas as regides
biologicamente mais interessantes da sequéncia query
disponiveis para casamento especifico contra as
sequéncias do banco de dados. O BLAST usa por
padréo a filtragem DUST para 0 BLASTN e SEG para
0s outros programas [16].

E-value - indica a validade de um alinhamento
por avaliar a probabilidade de ele ocorrer por acaso.
Quanto menor o valor, mais provavel de ser um bom
alinhamento e representar uma similaridade real ao
invés de um alinhamento aleatério [16]. Por padrdo, o
BLAST mostra alinhamentos com valores de E-value
de no méaximo dez.

Tamanho Inicial de Palavra — é um dos
pardmetros mais importantes que dirigem a
sensibilidade de buscas BLAST. Os valores padrdo
sdo trés para sequéncias de proteinas e 11 para
sequéncias de acidos nucléicos.

Sistema de Pontuacdo para Nucleotideos —
buscas de nucleotideos usam um sistema de pontuagdo
simples que consiste em uma “recompensa”’ para
igualdade de nucleotideos e uma “penalizagdo” para
desigualdade. A razd8o recompensa/penalizacao
absoluta deve ser aumentada & medida que a
divergéncia de sequéncias aumenta [16]. O BLAST
usa por padrao o sistema 1/-3.

6.3. Busca por Casamentos Curtos

Sequéncias curtas (menos de 20 nucleotideos)
frequentemente  ndo  encontrardo  casamentos
significativos com as entradas do banco de dados sob
as configuracdes padrdo do BLAST. As razBes gerais
para isso sdo que o limiar de significaAncia definido
pelo E-value é estabelecido muito rigorosamente e o
tamanho de palavra padrdo é definido muito alto.
Esses pardmetros devem ser ajustados para trabalhar
com sequéncias curtas. O filtro de baixa complexidade
também €é removido visto que elimina porcentagens
maiores de uma sequéncia curta, podendo até mesmo
eliminar a query [17].

Buscas com sequéncias curtas podem ser
praticamente idénticas e apresentar um E-value
relativamente alto. Isso se deve ao fato de que o
calculo do E-value leva em consideragdo o tamanho

da sequéncia query e ao fato de que sequéncias curtas
tém uma alta probabilidade de ocorrer no banco de
dados puramente ao acaso. Essa € a razdo pela qual os
E-values sdo definidos em valores muito altos quando
executando buscas no BLAST usando sequéncias
curtas tanto de nucleotideos quanto de aminoéacidos
[16].

A Tabela 1 apresenta um conjunto de parametros
sugerido por [18] para buscas com sequéncias de
nucleotideos curtas.

Parametro Valor Padrdo  Valor Indicado
Tamanho de 1 7
Palavra
E-value 10 1000
Filtro de Ativado (T) Desativado (F)

Complexidade

Tabela 1 — Parametros do BLAST para Sequéncias
Nucleotidicas Curtas

7. Metodologia

Os dados utilizados neste trabalho s8o
sequéncias de nucleotideos codificadoras de proteinas
da familia MASP do T. cruzi constituintes do
transcriptoma do parasito. As 810 sequéncias
estudadas, organizadas em um arquivo no formato
FASTA (entrada padrdo para o BLAST), foram
obtidas junto ao Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, que tem o T. cruzi como
uma de suas linhas de pesquisa na subarea de
Protozologia.

Como ainda ndo foi proposta na literatura uma
metodologia para identificacgdo de  mdbdulos
formadores de proteinas mosaicas, neste trabalho
foram empregados procedimentos para criagdo de uma
estratégia que possibilitasse o desenvolvimento da
metodologia proposta de identificacdo de mddulos
formadores de proteinas mosaicas do T. cruzi a partir
do transcriptoma do parasito. Este trabalho foi
realizado em paralelo com o trabalho de [19], que
propde uma metodologia de identificagdo de mddulos
de proteinas mosaicas do T. cruzi a partir do proteoma
do parasito.

Este trabalho utilizou a ferramenta BLAST
versdo 2.2.17, em especial os programas formatdb e
BLASTN para criacdo de bancos de dados a partir de
arquivos contendo sequéncias em formato FASTA e
para realizacdo de alinhamentos entre pares de
sequéncias nucleotidicas, respectivamente.

Antes que pudesse ser desenvolvida a
metodologia de identificagdo de mdédulos buscou-se
um modo de encontrar tais médulos na familia MASP
do T. cruzi por meio do alinhamento inicial de todas
as sequéncias contra todas e da analise dos resultados
obtidos. O BLAST inicialmente foi executado para o
conjunto S; das 810 sequéncias da familia MASP com



os valores padrdo dos pardmetros gerando o0
alinhamento A;. Os resultados foram filtrados segundo
a estratégia detalhada na Secdo 7.1, mantendo-se
assim apenas os alinhamentos considerados mais
significativos.

O resultado do BLAST possibilitou verificar
visualmente a existéncia de regides comuns a varias
sequéncias da familia. A Figura 3 traz um exemplo,
mostrando alinhamentos da mesma regido da
sequéncia query com trés sequéncias distintas do
banco de dados. Considerando a estrutura das
proteinas como modular, tais modulos estariam
presentes nos alinhamentos filtrados. Foi entdo
realizada a extragdo das regides envolvidas em tais
alinhamentos para que pudesse ser feita uma analise
especifica das mesmas, 0 que exigiu a criacdo de uma
estratégia de corte, detalhada na Se¢do 7.1. As regides
extraidas compdem o conjunto S..

>Tc00.1047053506703.20
Length = 1242

Scoxe = 127 bits (€4), Expect = 4e-030

Identities = €4/64 (100%)

Strand = Plus / Plus

Query: 1 gaTgatgactggocgtgtgotgotggtgtaty gegtgotgrggtge €0
TRRRRR R

Sbjet: 1 atggocgatgatgatgactggocgtgtgotgotggtgtgtgocctotgogtgotgtggtge €0

Query: €1 ggtg €4
(AR
Sbjct: €1 ggtg €4

>Tc00.1047053511603.180
Length = 878

Scoxe = 127 bits (€4), Expect = 4e-030
Identitie= = €4/€4 (1008%)
Strand = Plus / Plus

Query: 1

gatgatgactggocgtgtgotgotggtgtgty gogtgotgtggty
(R R R R R R R R R R R R R R R R RN R R R R R R RN RN RN RRRRRRRRRE!

Sbjct: 1 ggcg. g tgtgotgotggtgtgty tctgogtgotgtggtge €0

Query: €1 ggtg €4
Sbjct: €1 ggtg €4
>Tc00.1047053511089.30
Length = 758
Score = 115 bits (58), Expect = 2e-02€

Identities = 58/58 (1008}
Strand = Plus / Plus

Query: 7 g tgtgotgotggtataty gegrgetgtggrgeggty €4
RN RN RN RN RN RN RN RN RN RN R RN AR N RR R NARE]

Sbjct: 1 atgatgatgactggccgtgtgotgotggtgtgtgocctotgogtgotgtggtgeggtyg S6

Figura 3 — Alinhamento de uma mesma regido da
query com trés sequéncias distintas do banco de
dados.

Observou-se em A; a existéncia de transitividade
entre os alinhamentos filtrados, ou seja, considerando,
por exemplo, regiGes A, B e C de sequéncias, se A
alinhou com B, que por usa vez alinhou com C, entéo
A também alinhou com C. Devido a esse fato a
ocorréncia de redundancia é bastante evidente, sendo
necessaria sua eliminacdo. Para isso, alinhou-se todas
as sequéncias S, contra elas mesmas realizando,
posteriormente, a filtragem dos resultados. Com isso,
criou-se uma estratégia de separacdo dos resultados
em grupos (Se¢do 7.1), de modo a se ter em cada
grupo apenas sequéncias semelhantes, ou seja, que
apresentam partes idénticas entre si. A separagdo dos
grupos possibilitou observar que uma mesma
sequéncia pode estar em diferentes grupos, visto que

pode conter mais de uma regido comum as demais
sequéncias. Aplicou-se a estratégia de corte aos
grupos para se obter uma subsequéncia representativa
para cada um, gerando o conjunto Ss;. Desse modo
conseguiu-se reduzir o ndmero de sequéncias
presentes em mais de um grupo.

Para chegar aos possiveis modulos, notou-se a
necessidade de adocdo de uma abordagem iterativa
dos passos descritos anteriormente até que cada grupo
contenha apenas uma sequéncia: um possivel médulo
“escolhido” como representante ao longo do processo.
A cada iteracdo a estratégia de corte define um
representante de cada grupo para ser colocado no novo
arquivo gerado, sendo que os tamanhos dos grupos
vao sendo reduzidos até se tornarem unitarios, ou seja,
até que a sequéncia de um grupo s6 alinhe com ela
mesma, sendo assim uma candidata a mddulo que
representa todas as outras sequéncias dos grupos dos
quais ela participou ao longo do processo. Essa é a
idéia da metodologia desenvolvida neste trabalho.

Criou-se uma Ultima estratégia para definigcdo de
quais mobdulos candidatos seriam considerados
maddulos da familia de proteinas mosaicas (Segdo 7.1).

7.1. Estratégias Utilizadas

As estratégias criadas e utilizadas neste trabalho
sdo descritas a seguir.

Formatacgéo do Relatorio do BLAST

O relatério do BLAST apresenta diversas
informacdes  sobre  todos os  alinhamentos
significativos encontrados. Para a metodologia
desenvolvida, as informagdes relevantes ao
processamento sdo apenas a identificacdo das
sequéncias envolvidas no alinhamento, as posicGes
alinhadas em cada uma e o valor de identidade. A
rotina de formatacdo do relatdrio extrai essas
informagBes organizando-as de modo a facilitar sua
manipulagdo, como mostra a Figura 4, em que cada
linha representa um alinhamento e as colunas
representam, respectivamente, a identificacdo da
sequéncia query e da sequéncia do banco de dados, as
posicdes iniciais e finais dos alinhamentos na query e
na sequéncia do banco de dados e a porcentagem de
identidade.

Tc00.1047053408547.10  Tc00.1047053506879.10 339 351 290 302 92
Tc00.1047053408547.10  Tc00.1047053508081.30 339 351 287 299 100
Tc00.1047053508869.59  Tc00.1047053510625.54 4 21 3 20 94
Tc00.1047053508869.59  Tc00.1047053508481.20 1 19 1 19 94
Tc00.1047053507071.349 Tc00.1047053510039.30 1 28 3 30 50

Figura 4 — Exemplo de Formatagdo do Relatdrio do
BLAST.

Filtragem dos Resultados

Esta estratégia elimina dos resultados aqueles
alinhamentos que ndo obedecem a um determinado
patamar de identidade, conservando apenas os
alinhamentos considerados significativos. Foi definido
que para sequéncias nucleotidicas apenas 0s



alinhamentos com 100% de identidade seriam
considerados, visto que a variacdo de apenas um
nucleotideo leva a modificacdo do cddon, que por sua
vez pode codificar um aminoéacido diferente, podendo
assim modificar alguma caracteristica da proteina
codificada pela sequéncia nucleotidica.

Estratégia de Corte

Esta estratégia é utilizada em duas situac@es: é
aplicada ao alinhamento das sequéncias originais e aos
grupos criados nas iteragbes. Considerando 0s
alinhamentos de uma dada regido em uma dada
sequéncia query, a idéia central dessa estratégia &
encontrar a subsequéncia da query que esta presente
na maioria dos alinhamentos, sendo em todos. Para
isso se estuda as posi¢des alinhadas da query em cada
um desses alinhamentos e se usa como posicdes de
corte aquelas que mais se repetem entre as posicdes
iniciais e finais dos alinhamentos.

Definidas as posi¢des de corte inicial e final,
essas sdo avaliadas para verificar se limitam uma
subsequéncia com o tamanho minimo estipulado, que,
para sequéncias nucleotidicas, foi definido como 12
nucleotideos. Esse tamanho, correspondente a
codificagdo de quatro aminoécidos, foi estabelecido
para evitar que se obtenham mddulos a partir de
ocorréncias aleatorias, o que pode ocorrer se forem
considerados tamanhos menores. Caso a subsequéncia
definida pelas posicbes de corte obedeca a essa
restricdo de tamanho, ela € inserida no novo conjunto
S; de sequéncias sendo construido. Caso contrario, as
posicOes de corte sdo descartadas e busca-se um novo
par que limite uma subsequéncia que obedeca a
restricdo de tamanho. Na auséncia de tal par de
posicoes, a regido sendo trabalhada é descartada.

Separacéo de Grupos

O objetivo desta estratégia é agrupar sequéncias
similares. Considerando as sequéncias A, B, C, D, E e
F, os alinhamentos A-B, A-C, B-C, C-D, C-F e E-F, a
separagdo em grupos € feita da seguinte forma: como
inicialmente ainda ndo foram criados grupos, cria-se
um novo grupo G; do qual A é cabega; todas as
sequéncias com as quais A se alinha séo inseridas no
mesmo grupo. Para o exemplo, neste ponto G; = {A,
B, C}.

Passa-se entéo aos alinhamentos com a query B.
Inicialmente se busca todos o0s grupos a que B
pertence (G; no caso do exemplo). Cada alinhamento
de B é analisado a fim de se verificar se a sequéncia
com que B se alinha pertence a algum grupo ao qual B
pertence. Caso a sequéncia ndo esteja em nenhum
grupo de B, ela é inserida no grupo em que B for
cabeca; se tal grupo néo existir, cria-se um novo grupo
em que B é cabega e insere-se a sequéncia nesse novo
grupo. Para o exemplo, verifica-se que C ja pertence a
G

Continuando o processo passa-se a analisar o0s
alinhamentos da query C. O mesmo processo para B é

realizado. Para o exemplo, ao analisar os alinhamentos
de C verifica-se que D ndo pertence a G;. Como C
ainda ndo é cabeca de grupo, é criado um novo grupo
G, = {C, D} e se passa ao proximo alinhamento (C-F).
Como F ndo esta em nenhum grupo a que C pertence
mas C é cabeca do grupo G,, F é inserido em G,, que
passa a ser G, = {C, D, F}.

A andlise continua com os alinhamentos de E,
visto que no exemplo nao ha alinhamentos cuja query
é D. Neste ponto atinge-se um novo caso: E ndo esta
em nenhum grupo, portanto é criado um novo grupo
G:; ={E, F}.

A Tabela 2 apresenta a configuragdo final dos
grupos para o exemplo dado.

Gl Gg G3
A C E
B D F
C F

Tabela 2 — Exemplo de Separacdo em Grupos

A estratégia de corte serd aplicada aos grupos e
definira uma subsequéncia da cabeca de cada um
como representante de todo o grupo. Para o exemplo
dado, as posic¢des de corte que definem a subsequéncia
de A representante de G, serdo definidas com base nas
posicdes dos alinhamentos A-B e A-C; a representante
de G, com base nas posicdes de C-D e C-F; e a
representante de Gs;, com base nas posi¢cGes do
alinhamento E-F.

Defini¢io dos Modulos

Definidos o0s possiveis mddulos ao fim do
algoritmo iterativo, realiza-se o alinhamento desses
com as sequéncias originais. S&o considerados
médulos aqueles médulos candidatos que alinham
toda a sua extensdo com 100% de identidade com pelo
menos 1% das sequéncias. Essa porcentagem minima
de alinhamentos foi definida considerando que
candidatos presentes em menos de 1% das sequéncias
da familia tm grande chance de ocorrer ao acaso.

7.2. Valores de
Utilizados

Pardmetros do BLAST

Buscou-se na literatura os valores de parametros
mais indicados para se trabalhar com sequéncias
curtas, o que foi descrito na Secdo 6.3. Os valores
utilizados para comparacdo de resultados da
metodologia desenvolvida aplicada a familia MASP
do T. cruzi sdo apresentados na Tabela 3. A coluna
“Valor Indicado” corresponde aos valores para
sequéncias nucleotidicas curtas indicadas por [18]. A
coluna “Outros Valores” corresponde a valores
testados diferentes dos valores padrdo e dos indicados
pela literatura. O sistema de pontuacdo de
nucleotideos é apresentado no formato
(recompensa/penalidade).



Parametro Valor Valor Outros
Padrao Indicado Valores
E-value 10 1000 500
Filtro de Baixa Ativado  Desativado
Complexidade (T) (3]
Tamanho
Inicial de 11 7 8-10, 12,
13
Palavra
Sistema de (1/-2),
Pontuagéo (1/-3) (1/-1)

Tabela 3 — Valores de Pardmetros Utilizados para
Comparacéao de Resultados

O E-value 500 foi escolhido para teste por ser
um valor intermedidrio entre os valores padrdo e
indicado pela literatura. Os sistemas de pontuacéao (1/-
2) e (1/-1) foram testados por serem indicados para
sequéncias 95% e 75% conservadas, respectivamente,
segundo [16].

7.3. Metodologia Desenvolvida

O processo descrito para chegar a metodologia
de identificacdo de modulos formadores de proteinas
mosaicas proposta utilizou valores padrdo dos
pardmetros do BLAST. A metodologia desenvolvida
neste trabalho é apresentada em forma de algoritmo a
seguir. A entrada do algoritmo é um conjunto (S1) de
sequéncias nucleotidicas codificadoras de proteinas de
uma familia do T. cruzi.

Inicio do Algoritmo
Fazer 1 = 1;
Fazer u = falso;
Enquanto u for igual a falso fazer:

Executar o BLASTN para
alinhamentos de S; com S;;

obter os

Filtrar os alinhamentos utilizando
a estratégia de filtragem;

Se i > 1
Separar os alinhamentos
filtrados em grupos.
Se todos os grupos forem

unitéarios fazer:
u = verdadeiro;
Interromper o loop;
Sendo

Aplicar a estratégia de corte
nos grupos gerando o conjunto
de sequéncias Siiq;

Sendo
Aplicar a estratégia de corte
aos alinhamentos filtrados

gerando o conjunto Si.i;
Fazer 1 = 1 + 1;
Fim do Enquanto;

Executar ¢} BLASTN para
alinhamentos de S; contra Si;

obter os

Definir os médulos utilizando a
estratégia de definig¢do de moédulos;
Fim do Algoritmo.

8. Resultados e Discussao

O algoritmo desenvolvido neste trabalho,
descrito na Secdo 4.3.3, foi implementado em C++ ¢
executado para as sequéncias  nucleotidicas
codificadoras das proteinas da familia MASP do T.
cruzi com diferentes conjuntos de valores para os
parametros do BLAST. Para uma melhor avaliagdo
dos resultados obtidos, o alinhamento dos possiveis
maddulos com as sequéncias originais foi utilizado para
mapear, para cada mddulo, as posi¢cdes em que ocorre
nas sequéncias da familia e para calcular sua
frequéncia de ocorréncia.

Posteriormente  alinhou-se o0 conjunto de
sequéncias originais com o conjunto de madulos,
mapeando para cada sequéncia as posicdes dos
maédulos, que ela apresenta e calculando a frequéncia
com que ocorrem. A Tabela 4 apresenta os resultados
encontrados para cada combinacdo de parametros
testada, onde os cddigos dos parametros sdo -e para E-
value, -F para filtro de regides de baixa complexidade,
-r para recompensa de igualdade de nucleotideos, -q
para penalidade de desigualdade de nucleotideos e -W
para tamanho de palavra.

Os conjuntos de valores de parametros testados
foram:

e Cyi-FT,-e10,-W11,-r1,-q-3;

e Cy-FF,-e10,-W11,-r1,-q-3;

e Cj3-FF,-e100,-W11,-r1,-q-3;
e C4-FF,-e500,-W11,-r1,-q-3;
e (s -FF,-e1000,-W11,-r1,-q-3;
e C4 -FF,-e500,-W10,-r1,-q-3;
e C;-FF,-e500,-W9, -r1,-q-3;

e Cq-FF,-e500,-W8, -ri,-q-3;

e Cy-FF,-e500,-W12,-r1,-q-3;
e Cy-FF,-e500,-W13,-r1,-q-3;
e Cy:-FF,-e500,-W 12,-r1,-q-2;
e Cy:-FF,-e500,-W12,-r1,-q-1.

O valor sete indicado por [18] para tamanho
inicial de palavra ndo consta entre os resultados
apresentados, pois houve erro de execugdo do BLAST
para todas as combinacfes de valores de pardmetro
testadas envolvendo esse valor de tamanho de palavra.
Isso se deve possivelmente a auséncia de memoria
necessaria a execucdo correta, devendo-se ressaltar
que a configuragdo da maquina utilizada contava com
processador de dois nicleos de 2GHz e 4GB de
memoria RAM. Na impossibilidade de execucdo do
algoritmo com o valor indicado na literatura, testou-se
o0 tamanho inicial de palavra com valores oito e nove.
Os resultados com combinagBes desses valores se
mostraram insatisfatdrios visto que poucos médulos
foram encontrados e 0 mapeamento desses resultou
em vérias sequéncias desprovidas de modulos.



Conjunto de

Média de

Média de Médulos Maximo de

Valores de Total de Mddulos . N Modulos por
Parametros Ocorréncias por Sequéncia Sequéncia
C 496 29 14 39
C, 527 28 16 60
Cs 1300 17 24 97
Cy 1045 24 28 69
Cs 1043 24 28 67
Ce 530 21 12 39
C, 169 25 4 20
Cs 24 32 0 7
Cy 2464 16 42 183
Cyo 1235 17 23 147
Cyu 2364 17 42 168
Cy 1368 21 30 136

Tabela 4 — Comparativo de Resultados de Combinagdes de Valores de Parametros do BLAST.

Para comparacdo de resultados foi atribuido
maior peso ao ndmero de moédulos encontrados e as
frequéncias de ocorréncia (valores médios de
ocorréncia de médulos e de ocorréncia de modulos por
sequéncia), considerando-se melhores 0s maiores
valores. A comparacdo de C, (valores padrdo) com C,
mostrou que a desativacdo do filtro de regides de
baixa complexidade levou a melhores resultados.
Dessa forma todas as outras combinacBes de valores
de parametros testados utilizam o filtro desativado. As
comparagfes de C, com C; e de C3 com C4 mostram
que a elevagéo do valor de E-value produziu melhores
resultados. Comparando-se C, e Cs pode-se observar a
obtencdo de resultados equivalentes. Assim, como 0
valor -e 500 necessita de menos recursos de maquina
para execucdo, as demais combinacbes testadas
consideram esse valor. A comparacdo de C, com Cg,
C; e Cg mostra que a reducdo do valor inicial de
palavra levou & producdo de resultados piores que o
uso do valor padrdo; e com Cg mostrou que 0 aumento
do tamanho inicial de palavra melhorou os resultados.
No entanto, a comparacdo de Cy e Cy9 mostrou que a
elevacdo de mais uma unidade no tamanho inicial de
palavra provoca uma piora nos resultados; sendo
assim, o tamanho inicial de palavra 12 foi utilizado
para as demais combina¢fes. Comparando-se Cy com
Cy; e Cy, Observa-se uma piora nos resultados com C,
e uma leve piora nos resultados com Cy;, 0 que
indicou que o sistema de pontuacdo padrdo obteve
melhores resultados.

A anélise dos resultados permitiu verificar que a
combinacdo de valores de pardmetro Cy, que associa
sistema de pontuacdo padrdo para igualdade e
desigualdade de nucleotideos, alto valor de E-value,
desativacdo do filtro de regies de baixa complexidade
e ligeira elevacdo em relacdo ao valor padrdo do
tamanho inicial de palavra, foi a que apresentou
melhores resultados na execugdo da metodologia
proposta para a familia de proteinas MASP do T.
cruzi.

O processamento da familia MASP com o
conjunto de valores C9 levou quatro iteragfes do
algoritmo, distribuidas ao longo dos 192 minutos de
execucdo utilizando uma maquina de 4GB de RAM
com processador Core 2 Duo de 2GHz. Aplicada a
estratégia de definicdo de mdédulos, foram definidos
2464 mbdulos, sendo que cada um ocorreu em média
16 vezes ao longo das sequéncias da familia. A Tabela
5 apresenta os cinco modulos de maior incidéncia na
familia MASP.

Médulo Namero de
Ocorréncias
GTGGTGGCCGCGTGA 646
CGTGTGCTGCTGGTGTGTGCCCT 616
CTGCGTG
CCCCTCTTTTGC 602
GCGATGATGATG 478
GGCGACAGTGAC 363

Tabela 5 — Médulos de Maior Incidéncia nas Proteinas
da Familia MASP

A Figura 5 apresenta uma visualizagdo gréfica
do mapeamento de mddulos para a sequéncia de maior
incidéncia desses (183 médulos). Na Figura € possivel
observar a ocorréncia de sobreposi¢do de modulos, o
que acontece devido ao préprio BLAST relatar
alinhamentos sobrepostos por alinhar uma mesma
regido da query mais de uma vez com a mesma
sequéncia do banco de dados. A sobreposicdo sugere
que os modulos obtidos ao fim do algoritmo néo
constituem necessariamente  maodulos  individuais,
havendo a possibilidade de serem combinados para
formar outros moédulos em um processo de
refinamento dos resultados.



*Tc00.1047053510377.134

ATGGCGATGATGATGAGTGGCLGTGTGCTGCTGGTGTGTGCCCTCTGCGT!

TGTGGTCCGIIGEGGCCCATGOAGATGTIGTIGIIICIGOTGEGGAAGACAA
CAGTCTGAAAGAATTATITATICCAGTTGCIGAGATIGCAGGAAAGACAAGA

ACAAAGAGCAGTAGAAGCAACAGCTGATGC AGCAGCAG; G

AAGC|AGAA|GCAGCAGQAGA_MAGGCAHC CAAAGGCGGCA[GCC
ACAGCAGCIAGAAdCAGCAGCbACAGtAGCTGAAGCGGCAAC AGAAGCAAA

UAGCARCAGCALAARANGCAGCAACHGY
@TCMGCMGC@
@CHKKGCAAAAEEAECAGCAGC GCAGCAGCA
AAAAA G é é C E

AGCAACAJCATGAII'CAGGATAATTC|AGTCGAACACCAT g.,,,; 2
EEICTTCTAEAAGAAAAAGEKCCGG CGA| AGCATG

GCACGGCGGTCTCCCACACCACCTCCCCTCTTITTGCOTTC

TT CTTGTTGCGTGTGCGGCTGCTGCTGCGGTGGTGGCCGCGTGA

Figura 5 — Mapeamento de Modulos na Sequéncia
Tc00.1047053510377.134

9. Conclusao

Este trabalho se propds a criar uma metodologia
para identificagdo de mdbdulos formadores de
sequéncias nucleotidicas codificadoras de proteinas
mosaicas do Trypanosoma cruzi e constituintes do
transcriptoma do parasito utilizando a ferramenta
BLAST.

O algoritmo para a metodologia foi
implementado e executado com  diferentes
combinacfes de parametros do BLAST a fim de
comparacédo dos resultados obtidos. Como medidas de
comparacdo, foram utilizados o numero total de
moédulos encontrados e os valores médios de
ocorréncia de médulos e de ocorréncia de modulos por
sequéncia. Pela observagdo dos resultados se concluiu
gue a metodologia provou ser eficaz para identificacéo
de modulos formadores de proteinas mosaicas a partir
das sequéncias nucleotidicas que as codificam e que a
combinacdo de desativacdo do filtro de regides de
baixa complexidade, alto valor de E-value, ligeira
elevacdo do tamanho inicial de palavra em relagdo ao
valor padrédo e sistema de pontuacdo de nucleotideos
padrdo apresentou os melhores resultados para a
familia de proteinas MASP do T. cruzi.

A partir dos resultados obtidos se concluiu
também que foi confirmada a estrutura mosaica das
proteinas da familia MASP, visto que 0 mapeamento
dos mdédulos encontrados possibilitou a visualizacéo

desses em todas as sequéncias da familia com uma
média de 42 modulos por sequéncia.

E proposto como trabalho futuro a comparagio
dos resultados obtidos neste trabalho com os
encontrados por [19], cuja identificacdo de mddulos
de proteinas mosaicas do T. cruzi se baseia no
proteoma do parasito.

Como foi observada a sobreposicdo e ocorréncia
em série de alguns mddulos, é proposto como trabalho
futuro ainda o estudo da ocorréncia condicional de
maddulos, ou seja, da possibilidade de ocorréncia de
um mddulo estar condicionada a ocorréncia de outro,
0 que possibilitaria o refinamento dos resultados
obtidos neste trabalho por meio da redefinicdo como
médulo Unico de mdédulos que se sobrepdem ou que
ocorrem sempre em série. Além disso, o estudo da
ocorréncia condicional de médulos e da presenca de
um mesmo conjunto de moédulos em diferentes
sequéncias pode trazer informacfes importantes para
estudiosos do T. cruzi e da Doenca de Chagas.
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