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RESUMO

GOMES, Gabriel Guimaraes, M.Sc, Universidade Federal de Vigtisa,de 2019Interacao
funcional, expressao de genes e filogenia entre proteinas de membranddekettsia spp.

e carrapatos.Orientador: Claudio Lisias Mafra de Siqueira. Coorientador: Tiago Antbnio de
Oliveira Mendes.

A interface da relacdo parasito-hospedeiro entre carrapatos e espéeflekeattsiaendo
simbibnticas é mediada por interacfes e mecanismos moleculares, ocorrendo através de genes
e proteinas potencialmente codificadas nos genomas de ambos os organismos. Tratando-se de
uma relagcdo em nivel molecular, buscamos predizer as interacdes, ativacao da expresséo de
genes e coevolucao entre os repertorios de proteinas destes organismos. Para avaliar a hipotese
de interacdo, utilizamos sequéncias de proteinas de membrana devido a maior probabilidade de
participar do processo de infecgdo. Estas sequéncias foram submetidas a abosdagem d
reconstrucdo do interatoma adotando como modelo, as proteinas provenientes dos genomas do
Ixodes scapulariem resposta a infeccdo pBickettsiaamblyommatisCom o auxilio de

bancos de dados de interacdo proteina-proteina, utilizamos de métodos de alinhamentos de
sequénciag predicdo de dominios proteicos. Contra a base de dados PEIMAP, adotou-se d
BLASTP. Para a base de dados SCOP, utilizada pelo PSIMAP, adotou-se o PSI-BaAST. P

a base de dados iPfam, utilizada pelo PFAM, adstauedelos ocultos de Markov. A partir

disto, realizamos um célculo de confian¢ca assumindo independéncia entre os quatro métodos.
Estes resultados foram concatenados e filtrados nos resultados do interatoma para a construgao
do interatoma de proteinas de membrana. As proteinas ortélogas e conservadas na rede do
interatoma de proteinas de membrana foram avaliadas com o uso do aplicativo OrthoMcl
adotando o BLASTP contra as proteinas do genoni. d@enblyommatisontra proteinas de

outras espécies dRickettsia As proteinas ortdlogas de membrana foram avaliadas quanto as
caracteristicas evolutivas através do método do Maximum Likelihood Tree para as inferéncias

e construcdo de cladogramas e arvores de hipéteses filogenéticas. Em seguida, os resultados
das redes do interatoma de proteinas de membrana e ortélogas serviram de basegramsrealiz

a anotacdo de proteinas putativas provenientes de sequéncias de transcritos adquiridas com a
montagende novodo transcriptoma de glandulas salivares, intestinos e ovarios de carrapatos.
Os resultados das redes apresentaram estruturas fortemente esadutaaltos nimerosed
componentes conexos. Esta analise de anotacdo das proteinas de interface da meRbrana de
amblyommatipermitiu identificar familias de proteinas sabidamente envolvidas na modulacéo

da fisiologia da célula do carrapatoscapularis. Os resultados obtidos para as analises



filogenéticas destas proteinas sugerem haver divergéncias entre as espRitkstida que

infectam carrapatos em relacdo a outras espécies encontradas em insetos, ou em outros
hospedeiros correlacionados. A ocorréncia da interagdo, 0s aspectos evolutivos e os niveis de
expressao diferenciada de proteinas sugerem mecanismos moleculares conservados com maior
capacidade de ocasionar mudancas nos padrfes de expressdo para as esfiékutside
especificas ao carrapato em determinados 6rgéaos e ou grupos de hospedeiros hemat6fagos com

0S quais, elas puderam coevoluir.

Palavras-chave: CarrapatBsckettsia Interatoma de Proteinas. Expressdo de Genes. Filogenia
de Proteinas de Membrana.



ABSTRACT

GOMES, Gabriel Guimaréaes, M.Sc, Universidade Federal de Vigdga,2019.Functional
interaction, genes expression and phylogeny betwe&ickettsia spp. membrane proteins
and ticks. Advise: Claudio Lisias Mafra de Siqueira. Co-adviser: Tiago Antoénio de Oliveira
Mendes

In the coevolutionary process, the interface of the host-parasite interaction between ticks and
endosymbiontidickettsiaspecies is mediated Ioyolecular mechanism interactions involving

both organisms, occurring through genes and potentially codified proteins. Dealing with this
relationship ora molecular level, we aim to assess the interactions and co-evolution between
the protein repertoires of these organisms. In order to assess the predicted interaction between
the membrane protein repertoires related to the infection process, we propose to adopt the
interatome approach to determine the pattern, as the proteins derivelddlesscapularis’s
genomes in response to infectionRigkettsia amblyommatigvith the aid of databases the
protein-protein interaction, we used sequences alignment and domain prediction. Against the
PEIMAP database, the BLASTP program was utilized. For the SCOP database, used by
PSIMAP, the PSI-BLAST was adopted. For the iPfam database, used by PFAM, the hidden
Markov was usedNe perforned a confidence calculation assuming independence among the
four methods and assigt a new rate to each pair of interactions. These results were
concatenated and the interatome results were filtered for the construction of the membrane
protein interatome. The orthologous and conserved proteins in the interatom network of
membrane proteins were evaluated using the OrthoMcl application adopting the BLASTP
against the proteins of the genomeRofamblyommatisersus proteins of other species of
Rickettsia The orthologous membrane proteins were evaluated for the evolutionary traits by
the Maximum Likelihood Tree method for inferences and construction of cladograms and
phylogenetic trees by adding several groups of specidgiabittsia to the initial model.
Afterwards, the interatomic networks of membrane proteins and orthologs results served as the
basis for the annotation of putative proteins. For achieve this goal we performed a new
assemblage for thetmblyomma aureolatum and Amblyomma sculppaties in response to
Rickettsiaspp. infectionto examine the level of expression and abundance of data from the
trarscriptome of salivary glands, intestines and ovaries. The results of the networks presented
strongly modular structures with high numbers of related components. This annotation analysis
of the membrane interface proteindFRofamblyommatiallowed to identify families of proteins

known to be involved in the modulation of the cell physiology oflirszapularis tick.The



results obtained for the phylogenetic analysis of these proteins suggest that there are
divergences between specieRatkettsiawhich infect ticks with regard to other species found

in insects, or in other correlated hosts. The occurrence of interaction, evolutionary aspects and
levels of differentiated expression of proteins revealed conserved molecular mechanisms with
greater capacity to cause changes in expression pattefRekettsiaspp specific to the tick

or particular groups of hosts which they could co-evolve with.

Keywords: Ticks. Rickettsia Protein Interaction. Gene Expression. Membrane Protein
Phylogeny.
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1 INTRODUCAO
1.1 Identificacdo do problema

Com o crescente aumento no nimero de genomas sequenciados em bancos de dados publicos,

tais como 0GenBANK (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ocorreu o incremento no

desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica destinadas a comparar os repertérios de
genes e proteinas entre as espécies, incluindo a identificacdo de genes ortélogos e paralogos
(ALTENHOFF et al., 2012), o que tem sido os elementos-chave na anotacdo do genoma e
estudos evolutivos (ALTENHOFF; GLOVER; DESSIMOZ, 2019; KOONIN, 2005). Com a
advento das plataformas de sequenciamento de nova geracéo (SNG) foram geradas informacoes
sobre sequéncias génicas em maior escala do que o sequenciamento de Sanger, economizando
tempo e custo por bases. Assim, devido ao seu elevado poder e rapidez no sequenciamento de
grandes quantidades de sequéncias de DNA ou RNA (cDNA), tem sido possivel a obtencao de
um grande nimero de sequéncias génicas ativamente expressas em um dado 6rgédo ou tecido de
um organismo qualquer, em uma dada situacao fisi@ddy@RDIS, 2008; ROTHBERG,;
LEAMON, 2008).

Ao combinar ferramentas de bioinformatica com o crescente nimero de sequéncias
gendmicas, estudos recentes tém fornecido diversas evidéncias, sugerindo, por exemplo, que
genomas bacterianos sdo mosaicos, incluindo genes compartilhados por todos os isolados de
um grupo de interesse (ndcleo do genoma), bem como contando com estirpes especificas com
genes parcialmente em comum (WELCH et al., 2002). A soma do genoma consenso e 0s demais
genes dentro do grupo séo definidos como pangenoma (TETTELIN et al., 2008). Essa estratégia
de andlise tem se destacado no estudo da evolucgéo e filogenia ao estruturar, comparar e agrupar
dados dos genomas, utilizando por principio a distancia de dissimilaridade e similaridade entre
os perfis pangendémicos preestabelecido (SNIPEN; USSERY, 2010), sendo os melhores
métodos de agrupamento aqueles que produzem a menor distancia dentro do grupo e a maxima
distancia entre grupos formados, o que ja foi realizado para algumas bactérias do género
Rickettsiatransmitidas por carrapatos (DUAN et al., 2014).

Para os artropodes hematofagos vetores de doencgas, um futuro pangenoma traz consigo
a possibilidade do desenvolvimento de vacinas de amplo espectro baseadas nas proteinas
conservadas durante a evolucéo dos artropodes (MEJIA; BISHOP; TITUS, 2006). Entretanto,
a selecao de epitopos em proteinas de artropodes candidatos a vacinas tém como problema o
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polimorfismo antigénico durante a sua concepg¢do, pois algumas sequéncias de moléculas

polimorficas de artropodes tém apresentado significancia geogréfica restrita (YIN et al., 2004).

Apesar de grandes lacunas ainda existirem na compreenséao da fisiologia e mecanismos
moleculares associados a hematofagia de artropodes, grandes avancos foram feitos neste campo
através de analise genémica funcional das glandulas salivares e intestino médio de artropodes
hemato6fagos (MEJIA; BISHOP; TITUS, 2006).

A variacdo espacial de interacdes entre parasitas e seus hospedeiros é a forga por tra
dos aspectos da selecdo natural neste processo coevolucionario (THOMPSON, 1994) e na
geracdo de diversidade biolégica (THOMPSON, 1999), sendo o estado de simpatia do parasita
aos hospedeiros um estado de adaptacdo de fundamental destaque para a hipbtese da
prevaléncia da reproducéo sexual (LIVELY, 1996), permitindo aos mesmos que sejam passados
de geracdo em geracado via materna. Estas interacfesoentréragenémicos codificadores
em parasito sdo fundamentais para determinar o resultado da coevolugdao (HAMILTON;
BOOTS; PATERSON, 2005). Segundo estes autores, espera-se um efeito desproporcional
sobre a aptiddo do parasito quando elteisinteragem sinergisticamente, o que favorece o
genotipo de parasito generalista, com efeitos independentes shitmessou antagonistas,
levando a diminui¢c&o dos efeitos sobre sua aptiddo, onde os gendtipos do parasita especializado
séo favorecidos.

Atualmente, os mecanismos genéticos subjacentes a expressao sequéncial de membros
individuais de uma familia multigene em sialomas de carrapatos sdo desconhecidos
(CHMELAR et al., 2016), notando-se o mesmo fato para outros 6rgéos, como singanglios e
ovarios, sendo, no entanto, elementos transponiveis e genes de origem viral consistentemente
detectados, sugerindo a ocorréncia de mudancas ativas na estrutura genémica do carrapato
(KARIM; SINGH; RIBEIRO, 2011; KOTSYFAKIS et al., 2015). Estes fenbmenos, juntamente
com a influéncia das histonas nas modificacdes da expressao génica observada em estudos para
a espécidmblyomma maculatu(ADAMSON et al., 2013), permitem supor que a transcricao
sequéncial possui regulacao epigenética nestes acaros (KOTSYFAKIS et al., 2015). Os estudos
da relacdo de carrapatos infectados Rmkettsiaspp. sugerem significativas alteragdes na
expressao de genes constitutivos, reforcando a hipotese sobre a manipulagdo da maquinaria de

expressao génica do carrapato por esta bactéria (MOREIRA, 2016).
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A infeccao porRickettsia amblyommatsugere provocar um efeito antagonistaaar
infeccdo na expressdo de genes nos 6rgaos dos carrApatygmmaspp. em relagdo a
infeccdo no intestindevando a uma regulacéo positiva de genes putativos relacionadas com
transmissao transovariana, resultando, ao mesmo tempo, em uma carga metabdlica para este
orgado do carrapato (MOREIRA, 2016). Este potencial do genonRidkettsiaem poder
codificar vérios sistemas de secrecdo sdo homologasasaias de secrecdo de proteinas
caracterizados em outras bactérias. Por exemplo,gemiiar 0s sistemaSec translocoiSec-

TolC) e o sistema de secrecdo Sec-dependente tipo V \TGBXESPIE et al., 2014). Em
contraste com os sistemas de secrecdo de proteinas e vias descritas, uma substancial falta de
conservacao é vista dentro de muitas familias de proteinas secretoras tais como SCA5, Sca4,
ADR1, ADR2, TlyC, PLD e RARP-1 que carecem de genes em um ou mais genomas de
Rickettsia(GILLESPIE et al., 2014). Segundo estes autores, a maioria destes genes apresenta
codificacdo varidvel de proteinas ricas em motivos repetidos e outras com regides
hipervaridveis, sugestivos de evolucao rapida e provavelmente impulsionada por pressfes

seletivas de adaptac&o na célula hospedeira.

A abordagem do interatoma entre dados de sequéncia de proteinas em outros patégenos
intracelulares tais comceishmaniaspp. versus as proteinas do genoma humano tem apontado
pares de proteinas que supostamente interagem com chance de tracos marcados em ambos
organismos (FLOREZ et al., 2010; GONG et al., 2005; MERING, 2003; SONNHAMMER,
1998). Segundo estes autores, avaliando multialinhamentos de sequéncias, tem sido
identificado dominios e proteinas de diversos organismos consideradas com potencial para
interagir, quando a presenca de ambas ocorre entre os dois dominios para os bancos de dados

do interatoma.

Estes achados de proteinas e complexos com as suas possiveis interacdes em hipétese
poderia ter passado por um processo coevolucionario moldado pela relacdo parasito-
hospedeiro. Esta interacdo, em nivel molecular e sua historia evolucionéria, deve ser aferida
quanto a funcionalidade deste sistema, averiguando o interatoma entre a interface destes
organismos, 0s aspectos coevolutivos e a expressao diferencial destes genes e suas proteinas

gue possivelmente seriam encontradas em maodulos funcionais de vias fisioldgicas.

Dessa forma, tem-se a hipOtese de que ocorre interacdo proteina-proteinas e suas
familias em nivel de residuo, dominios e complexos, podendo ser diferente entre as espécies de

hospedeiros com os quais coevoluem. Os dados de transcriptémédlyemmaspp. sugerem
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que exista interacdes entre proteinas para ambos 0s organismos considerando a espécie do
carrapato e da bactéria podendo haver distintos grupos funcionais de vias moleculares sendo

ativados.

Como objetivo principal, este estudo buscou predizer as proteiRaskeéésiaspp. que
interagem com as proteinas do carrapato, predizendo quais sdo secretadas, excretadas e/ou de
superficie, e destas quais proteinas sdo ortélogas para as espécies que infectam carrapatos
versus as que infectam insetos. A construcdo de modelos de interatoma, filtrados a partir de
proteinas de membranas escolhendo sequéncias ortélogas, pode ser aprofundada quando
utilizamos de dados da expressdo diferencial dos genes que as compde, sobre os modulos
funcionais significativos. Dessa forma, pudemos predizer quais pares de proteinas interagem,
coevoluem e ativam genes, podendo estes sofrer regulacdes positivas e ou negativas. Ao final,
buscamos demonstrar 0s processos ocultos ocorridos para o estabelecimento desta relagcéo
perante a interface coevolucionaria, esclarecendo a funcionalidade deste sistema para obter
alvos que serdo destinados para validac¢des futuras por técnicas bioguimicas e moleculares.

Com isto, visamos a busca por correlacdo auxiliando na elucidacéo da relacéo parasito-
hospedeiro, em especial de patdégenos veiculados por carrapatos, sendo este um passo para o

desenvolvimento de estratégias de combate e controle destes patdégenos.

1.2 Justificativa

O interesse no desenvolvimento de novas medicamentos e vacinas leva em consideracao, no
caso de doencas infecciosas, que a via alvo destes seja essencial para a sobrevivéncia do parasita
e especificos, de forma que o alvo ndo deve ter um homoélogo. No entanto, ndo ha consenso
ainda sobre os melhores alvos biolégicos de essencialidade, bem como o nivel de expresséo e
localizacdo subcelular destes. Contudo, estes pressupostos muitas vezes nao levam em

consideracao a complexidade da rede de interacdes bioldgicas subjacentes entre estas proteinas.

As abordagens baseadas no estudo do interatoma na selecado de melhores complexos de
proteinas que interagem e na coevolucao deles, podem ser considerados como parte dos
métodos para detectar interagdes e as relacdes funcionais entre proteinas usando informagéo
gendmica, conhecido em conjunto como métodos de "base de contexto”. Esta situacdo ¢ uma

reminiscéncia de redes ecoldgicas em que a interacdo entre espécie ocorre em condi¢coes
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ambientais, onde mudancgas no espaco e no tempo e no qual coevoluiram, considerando os

aspectos dinamicos destas interagoes.

Neste sentido, o estudo aqui proposto visou identificar as possiveis vias de alvos e inferir
a respeito dos processos bioldgicos realizados por proteinas preditas, com a descri¢ao funcional

destas.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi predizer e comparar modelos de infeccdo sob abordagem do
interatoma entre proteinas do carrap#todes scapularise Rickettsia amblyommatis
abordando os aspectos moleculares e funcionais ocorridos no estabelecimento desta interacao
putativa, a coevolucdo destas proteinas, seus niveis de expressao e evolucao entre diferentes

espécies dRickettsia

1.3.1.1 Interatoma de proteinas

e Construir a rede geral de interacao de proteina-proteina entre a bactéria daRespécie
amblyommatis/ersus o carrapato da espékiscapularisa partir das sequéncias de
proteinas codificadas pelos genomas destes organismos;

e Predizer as potenciais proteinas de membrana Re amblyommatis
secretadas/excretadas e/ou de superficie a partir das sequéncias de proteinas codificadas
pelo genoma deste organismo;

e Construir a rede de interacdo de proteinas de membrana secretadas/excretadas e/ou de
superficie preditas para a espé&iamblyommatipela filtragem contra as proteinas da
bactéria que formaram pares de interagdo de proteinas preditos no interatoma geral entre
R. amblyommatiss |. scapularis

e Predizer as proteinas ortdlogas para a esgéciamblyommati® as espécies de
Rickettsiaque infectam os carrapatos versus as que infectam os insetos, a partir das

sequéncias de proteinas codificadas pelos genomas destes organismos;
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Construir o interatoma de proteinas de membrana ortdlogas preditos para arRespécie
amblyommatie as espécies drickettsiaque infectam os carrapatos pela filtnage

contra as proteinas da bactéria que formaram pares de interacdo de proteinas preditos
no interatoma de proteinas de membrana &teenblyommatiss |. scapularis

Realizar alinhamentos e a analise de evolucao das proteinas daRsp#étiyommatis
ortélogas para as espécies Riekettsiaque infectam os carrapatos presentes no
interatoma de proteinas de membrana, versus as sequéncias génicas e das proteinas
codificadas pelos genomas destes organismos;

Realizar a anotacdo de ontologia génica e a visualizacdo das redes e dos modulos
funcionais significativos para as proteinas kdoscapularis que potencialmente

participem de interacdes entre as proteind?.danblyommatis

1.3.1.2 Expresséo diferencial de genes

Avaliar a qualidade do sequenciamento e a trimagemedasa patir dos dados de

RNA -seq para as espécies de carrapabdlyommaspp.,Amblyomma aureolatum e
Aamblyomma sculpturfComplexoA. cajennense infectados e nédo infectados por
espécies dRickettsiado Grupo das Febres Maculosas;

Construr os tramscripttmas por<“montagem de novd para a obtencdo dasads
montadas e as sequéncias de RNA em formato Fasta das espécies de carrapato
Amblyommapp.,A. aureolatum &\. sculptun{ComplexoA. cajennensgeinfectados e

nao infectados por espéciesRiekettsiado Grupo das Febres Maculosas;

Avaliar os niveis de abundancia dos transcritos e a indexa¢do dos transcritos a todas as
sequéncias de RNA dos transcriptomas montados para a expressao diferencial e o
cdculo dos niveis de abundéancia destes transcritos das espécies de carrapato
Amblyommapp.,A. aureolatum &. sculptun{ComplexoA. cajennensgeinfectados e

nao infectados por espéciesRiekettsiado Grupo das Febres Maculosas;

Integrar os resultados dos tsanptbmas ao interatoma de proteinas de membrana e
ortélogas para a espéde amblyommatigersusl. scapularisa partir da filtragem nos
modulos funcionais significativos destes interatomas para a anotacdo das proteinas

possivelmente expressas;
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Comparar os resultados dos transcritos anotados em cada modulo funcional entre as
espécied\. aureolaturre A. sculptum(ComplexaoA. cajennengesob a mesma condicao

de infeccd@o poRickettsia rickettsjiuma espécie patogénica,

Comparar os resultados dos transcritos anotados em cada mdédulo funcional para a
espécie de carrapafo sculptumComplexoA. cajennengesob condi¢des de infeccao

para um mesmo 6rgdo por duas espécies difereRtesckettsii (patogénica)e R.

amblyommatigndo patogénica)

1.3.1.3 Filogenia de proteinas

Realizar revisdes bibliograficas para compreender as relacdes ecoldgicas e evolutivas
de bactérias do géneRickettsiacom seus possiveis hospedeiros carrapatos, a partir
nao apenas de dados epidemiologicos para as rickettsioses, mas principalmente de
estudos moleculares que relataram por meio de técnicas moleculares a presenca destes
microrganismos, que tiveram a taxonomia comprovada por meio do isolamento
microbiolégico e do sequenciamento do seu genoma;

Realizar alinhamentos e a analise de evolucao das proteinas daRsp#étiyommatis
presentes no interatoma de proteinas de membrana, versus as sequéncias de
aminodcidos das proteinas codificadas pelos genomas de distintas espécies de distintas
espécies dedickettsiado Grupo das Febres Maculosas, Grupo do Tifo, Grupo de
Transicdo e do Grupo Ancestral além de outras bactérias do grupckiztssides, que

infectam os carrapatos, insetos e acaros;

Construir arvores filogenéticas evolutivas para as sequéncias de aminoacidos das
proteinas e suas familias

Realizar o calculo de médias das arvores filogenéticas para as proteinas de membrana
presentes no interatoma separando aquelas, as quais as protdRiclsetisiaspp.

infectam s&o ortélogas para espécies que infectam os carrapdiesrgem das

proteinas das espécies que infectam os insetos ou outros artrépodes.
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2 REVISAO BIBLILIOGRAFICA
2.1 Relacdes ecolodgicas e evolutivas entre carrapatoRiekettsia

Os carrapatos estéo enteprincipais vetores de patdgenos ao homem, situando-se atras apenas
dos culicideos (DURDEN, 2006; JONGEJAN; UILENBERG, 2004), sendo as bactérias
pertencentes ao géneRickettsiaos principais agentes infecciosos transmitidos por estes
acaros, ocasionando surtos em todo mundo (JONES et al., 2008). Estes artropodes pertencentes
a Classe Arachnida, Ordem Acari sao classificados em trés familias: Argasidae, Ixodidae e
Nuttalliellidae, sendo as duas primeiras cosmopolitas e a Ultima restrita & Africa do Sul e
Tanzania, (BEDFORD, 1931; KEIRANS; CLIFFORD; CORWIN, 1976). Os membros do
géneroRickettsiasdo classificados na OrdeRickettsides familia Rickettsaceaee divididos

em quatro grupos: Grupo Ancestral, Grupo do Tifo, Grupo de Transicdo e Grupo das Febres
Maculosas (GILLESPIE et al., 2008). As espécieRidkettsiasdo bactérias Gram-negativas,
intracelulares obrigatérias (LA SCOLA; RAOULT, 1997), apresentando formato de cocéides,
cocobacilares ou pleomorficos, medindo 0,3 a 0,6 um de largura, retendo fucsina quando
coradas pelo método de Gimenez (GIMENEZ, 1964).

Os registros fésseis de carrapatos da familia Ixodidae, conhecidos como carrapatos
duros, remontam ao inicio do Cretaceo (POINAR; BROWN, 2003; POINAR; BUCKLEY,
2008). Em hipétese, estes acaros poderiam ter adquirido microrganismos, seguido por um
periodo de coevolucdo correlacionado ao esteinedmto do seu ciclo de alimentacdo por
hematofagia sobre hospedeiros vertebrados e, consequentemente, desenvolvimento de sua
competéncia como vetores de patdégenos (POINAR, 2014). Presumpee a origem dos
carrapatos tenha ocorrido entre a radiacdo de mamiferos e aves (ESCALANTE; AYALA,
1995), podendo ter parasitado estes organismos num elo de especiacao ter tido os dinossauros
como possiveis hospedeiros (JACOBSON, 2@B@jural).
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Figura 1 Relato de microrganismos préximadiekettsiaspp. (ciclo vermelho). coletado na hemolinfa (B) de uma
ninfa de carrapato Ixodideo da espéCernupalpatum burmanicumja extinto, preservado em ambar (A)
encontrado na Peninsula Dominicana.
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Fonte: Poinar et al. (2014).

Na Figura 1, verifica-sa presenca de organismos préximoRiakettsiano registro
féssil de carrapato do espécir@ernupalpatum burmanicuma extinto e que predominou
durante o Cretaceo (POINAR, 2014), sdo evidéncias de coevolucdo. Atualmente as espécies de
Rickettsiae seus hospedeiros sdo responsaveis por manterem esse microparasita no ambiente
silvestre, aonde seu ciclo de transmissdo da-se por passagem transovariana, venérea
(BURGDORFER; VARMA, 1967a, 1967b; PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005a), ou
transestadial para as novas geracfes de carrapatos com a passagem de um vetor para outro via
um hospedeiro vertebrado infectado (MCDADE; NEWHOUSE, 1986). No entanto, s&o 0s
artropodes, ao invés dos hospedeiros vertebrados, que ditam a composicdo de comunidades
bacterianas em carrapatos, podendo esta variagcdo ser resultado de outros fatores, tais como
interacdes interespecificas, entre as bactérias, ou eventos de resultados estocasticos, sendo a
dindmica da transmissao de microrganismos infecciosos considerada como a forga propulsora

da dindmica de populacdes de patdégenos (HAWLENA et al., 2013).

A evolucao dos patdgenos veiculados por carrapatos seria conduzida entao por barreiras
bioldgicas distintas, mas direcionadas e limitadas por condicionantes ambientais, onde séo
relatadas correlacdes para varias espécies de carrapatos, com a temperatura e a umidade
influenciando diversas etapas do ciclo de vida, p. ex., mortalidade, tempo de procura de
hospedeiro e tempo da muda, e, consequentemente, em suas abundancias (RANDOLPH,
2004b). Atualmente, a classificacao filogenétieadentificacdo de comunidades de bactérias
endosimbidnticas em carrapatos, em parte se devem aos condicionantes da infec¢cdo, como a
espécie, 0 sexo, 0 estadio de desenvolvimento e o nivel de ingurgitamento do hospedeiro
(GUTIERREZ et al., 2014; HAWLENA et al., 2013; HEISE; ELSHAHED; LITTLE, 2010;
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MORENO et al., 2006). Estudos tém incluido também o periodo de coleta com autocorrelagédo
temporal (TELFER et al., 2010), o que sugere haver uma forte sintonia do patégeno com a
dindmica populacional de seu hospedeiro carrapato (RANDOLPH, 2004a), podendo as espécies
deRickettsiausar sinais ambientais, no caso a temperatura, para sincronizar sua viruléncia com

os periodos de méxima disponibilidade desses acaros (GOMES, 2014).

Durante seu ciclo de vida, estas bactérias sdo submetidas a altera¢cdes draméticas nos
diferentes ambientes a que tém de se adaptar, com a temperatura dos ambientes nos quais estédo
se desenvolvendo, o que pode variar amplamente ao alternarem entre um vetor invertebrado e
um hospedeiro vertebrado, sugerindo uma provavel expressao diferenciada de seus genes
(KONKEL; TILLY, 2000). As bactérias do géneRickettsiasdo capazes de se multiplicar em
células dos intestinos, ovarios, glandulas salivares, tabulos de Malpighi e hemolinfa,
penetrando nas células hospedeiras de invertebrados através de receptores especificos de
membrana (WALKER, 1989), podendo ainda se multiplicar no interior das células epiteliais de
vasos sanguineos de hospedeiros vertebradatiypsao binaria, sendmantidas no carrapato
guando em prolongada auséncia de hematofagia por sucessivas geracoes, tendo sua viruléncia
reativada por fatores nutricionais presentes no sangue de hospedeiros vertebrados, ou quando
da exposicao a temperatura adequada em torno de(R2CULT; ROUX, 1997; WALKER,

1989).

Em nivel molecular, estudos indicaram que a temperatura pode modular o perfil
transcriptémico, causando inducdo gendmica em varias espédraskdesiaem carrapatos
(DREHER-LESNICK et al., 2008; ELLISON et al., 2009; GALLETTI et al., 2016) e em
culturas de células (POLICASTRO et al., 1997). Estes mesmos autores sugerem que além da
temperatura, outros condicionantes ambientais, como pH e osmolaridade, também tem sido
reportado como importantes para as bactérias sobreviverem e prosperarem em seus diversos
nichos em resposta a um estimulo ambiental, sendo que genes coordenadamente regulados por
um sistema regulador, muitas vezes contribuem direta ou indiretamente para a viruléncia do
organismo. De certa forma, as espécies de bactérias endosimbionticas possuem este status por
ser o mais sofisticado em que o hospedeiro e simbionte estéo integrados uma entidade biolégica

coerente ndo poderia sobreviver sem a parceria (RICHARDSON, 2010).

N&o obstante a isto, a fisiologia dos carrapatos hospedeiros podem vir a ser modulados
pelaRickettsiapcasionando, consequentemente, na geracao futura, a diminuicdo da populacao,

com a postura de ovos inviaveis, reduzindo desta maneira sua taxa de fertilidade
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(BURGDORFER; BRINTON, 1975). Modelos experimentais de infeccdo colocaram em
cheque o efeito letal da relac@o emRrekettsia conorie seu hospedeiro invertebrado, a espécie

de carrapat®hiphicephalus sanguine(seVIN et al., 2009; SOCOLOVSCHI et al., 2009a),
sugerindo que as razdes para a ndo reducditnessmostraram-se alheias a origem geografica

do carrapato, diminuindo a aptiddo deste patdgeno (MATSUMOTO et al., 2005). No entanto,

o tamanho reduzido do genoma com a perda de genes em bactérias tem sido relacionado ao seu
estilo como a forca motriz na adaptacadiilekettsiae outras bactérias para viver dentro de
células eucaridticas (MERHEJ et al., 2009; MERHEJ; RAOULT, 2011). Istaesgge a
degradacéo do genoma ®&itkettsiaestaria associada ao aumento de viruléncia (FOURNIER

et al., 2009), sendo esta evolugdo redutiva marcada por uma grande propor¢do de sequéncias
notadamente nado codificadoras, resultando em genes com funcdes degradadas em vias
biossintéticas (PAROLA et al., 2013).

Estudos com base na gendmica comparativa demonstraram que a especializacao de
bactérias em células eucarioticas esta associada com uma perda massiva de genes (MERHEJ et
al., 2009) e, consequentemente, a perda de "fatores de viruléncia" (LESCOT et al., 2008). Esta
especializacdo também estd associada com a perda da traducdo de genes, constituindo um passo
fundamental na evolucdo, em direcdo a uma associacdo mais intima com o hospedeiro
(MERHEJ et al., 2009). A reducdo do numer@peronsiibossomais também seria outro fator
da especiacao de genes que codificam RNAr em bactérias intracelulares obrigatoérias, possuindo
menos copias destes genes, em relacao as bactérias de vida livre (KLAPPENBACH; DUNBAR;
SCHMIDT, 2000). Outro fator desta especiacédo foi a perda de um grupo de 100 genes
permitindo serem intracelulares obrigatdrias, com uma evolu¢do convergente estavel e de
irreversivel associacdo com o hospedeiro (MERHEJ et al., 2009). Com a mais extrema forma
de deterioracdo do genoma observada para o estado de alopatria de bactérias associadas aos
seus hospedeiros, particularmente endosimbiontes, mantidos em um nicho intracelular estatico
e pouco exigente (MERHEJ et al., 2009; MORAN, 2002; MORAN; WERNEGREEN, 2000).

Atualmente, registram-se em torno de 136 espécies de carrapatos interagindo com, pelo
menos, 26 espécies validadaRiekettsia em diferentes continentes ao redor do planeta, com
excecao do continente Antartico, no qual ndo héa relatos da presenca de carrapatos infectados
com bactérias do géneRiackettsia(PAROLA et al., 2013) (Figura)2
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Figura 2 Distribuicéo geogréfica atual de bactérias do g@Riekettsiatransmitidas por espécies de carrapatos ao redor do mundo.

Parola et. (2013).
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Na Figura 2, verifica-se que a relacdo entre linhagens de patdgenos transmitidos por
carrapatos (PAROLA et al., 2013), sugere haver um passo evolutivo posterior a hematofagia,
em gue estes invadiram as glandulas salivares, de onde poderiam ser transferidos para os
vertebrade (POINAR, 2014). De certa forma, algumas outras espécies simbioticas de
carrapatos e outros artrépodes hematédfagos, ddoibachia sédo benéficas e ajudam na
digestdo de refeicdes de sangue (POINAR, 2014). Isto sugere que o mutualismo nutricional
obrigatorio entre artrOpodes-bactéria esta entre as formas mais sofisticadas de simbiose, em que
0 hospedeiro e simbionte estédo integrados em uma entidade bioldgica coerente e incapazes de

sobreviver sem a parceria (NIKOH et al., 2014).

Originalmente, essas bactérias simbioticas obrigatérias devem ter sido derivadas de
bactérias de vida livre, onde o mutualismo obrigatério foi altamente especializado, originando
associacfes menos especializadas (POINAR, 2014). Através da relacédo intima ao longo do
tempo evolutivo, estes e outros genomas endosimbionticos foram reduzidos drasticamente,
perdendo muitos genes necessarios para a vida independente e simplificados para as funcbes
bioldgicas especificas para apoiar os seus hospedeiros, tendo adquirido novas propriedades
biolégicas através destes microrganismos que desempenharam papéis importantes na
adaptacao, evolucao e diversificacdo de artropodes e outros organismos (RICHARDSON,
2010).

O géneroRickettsiaé um grupo extraordinariamente diversificado com espécies
conhecidas em plantas, amebas, ciliados, artropodes, anelideos, sanguessugas e animais
vertebrados (PERLMAN; HUNTER; ZCHORI-FEIN, 2006), havendo uma linhagem derivada,
que contém diversas espécies conhecidas, associadas a artrépodes, como: carrapatos, acaros
pulgas e piolhos, sendo organizadas nos grupos Grupo Ancestral, Grupo do Tifo, Grupo de
Transicao e Grupo das Febres Maculosas (GILLESPIE et al., 2008). Os gendicketisia
possuem, em méy entre 1,1 1,5 (Mb) contendo aproximadamente em torno de-90800
genes, refletindo na plasticidade e probabilidade de diversidade de estratégias para infectarem
e viverem em seus hospedeiros (MERHEJ; RAOULT, 2011), sendo de fundamental papel na
coevolucdo entre estas bactérias e seus vetores na transmissao interespécies (KANG et al.,
2014). Percebe-se que a degradacao do genoma, especialmente a perda de genes, tem sido uma
forca motriz na adaptacdo &eckettsiae outras bactérias intracelulares para viverem dentro
das células eucaridticas (MERHEJ et al., 2009).
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Para os organismos do géndRackettsia um dos paradigmas mais intrigantes de
evolucdo redutiva foi o ocorrido para a espériekettsia prowazekiia mais virulenta do
género pertencente ao Grupo do Tifo (MERHEJ; RAOULT, 2011), onde, surpreendentemente,
24% do seu pequeno genoma é composto de pseudogenes e de DNA nédo codificantes
(ANDERSSON et al., 1998). Apesar deste fato, o sequenciamento do genoma de diversas
espécies deRickettsiando possibilitou a identificagdo de quaisquer genes de viruléncia
identificavel, e somente uma area de plasticidade gendmica responsavel pela restauracédo da
viruléncia emR. prowazekjirepresentando um exemplo de mutacdo adaptativa por este agente
patogénico (BECHAH et al., 2010). Neste sentido, a motilidade intracelular ndo exiBte em
prowazekii,sendo esta espécie transmitida via aerossois provenientes das fezes de piolhos,
diferentemente da picada destes vetores. Por outro lado, a dip&eitsia typhipertencente
ao Grupo do Tifo e menos virulenta, € movel no citoplasma e estreitamente relaciéhada a
prowazekii De maneira distinta, a motilidade &eckettsia rickettsiipertencente ao Grupo das
Febres Maculosas, requer atividade de duas proteinas riquetsiais, SCA2 e ricka, funcionando
em conjunto, 0 que sugere que estas duas proteinas podem ser fatores de viruRncia de
rickettsii (MERHEJ; RAOULT, 2011).

Esta observacdo sugere que a mobilidade ndo é um fator de viruléncia em si, mas pode
ser encontrado em patégenos como parte de um repertorio de viruléncia. A motilidade é (util
paraR. typhj R. rickettsiie algumas riquétsias ndo patogénicas, mas nadrpam@wazekii
Muitos genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese de aminoacidos foram perdidos
no genoma d&. prowazekjio que ocasionou diminuicdo da capacidade de traducéo afetando
fatores de regulacéo de traducédo, onde tais perdas poderiam alterar mecanismos que regulam a
invasdo, replicacdo e processos de transmissdo, além de induzir um fendtipo virulento
(ANDERSSON et al., 1998). Curiosamente, estudo recente compdrarkedisia africae R.
rickettsii em carrapatos demonstrou que a perda de genes essenciais, tais como genes
reguladores enR. rickettsij seria um possivel fator envolvido no desenvolvimento da
patogenicidade (FOURNIER et al., 2009). Neste contexto, a realizacdo de um repertorio de
genes relativamente importante por processos de recombinagao e reparacao pode resultar da
necessidade de oferecer protecédo contra a resposta imune do hospedeiro contra o influxo de
elementos genéticos méveis (MORAN, 2002). No caso de outras espécies, a taxa estimada de
perda de gene foi altamente variavel, oRilekettsia feligpertencente ao Grupo das Febres
Maculosas, em pulgasRackettsia bellipertencente ao Grupo Ancestral, sofrem menos perdas
de genes do que outras espécieRidkettsia(BLANC et al., 2007).
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Para os carrapatos, gracas a esta maior cobertura da andlise do transcriptoma por SNG
e as novas abordagens computacionais da bioinformética, analises filogenéticas tem fornecido
mais informacdes sobre a evolucdo de familias de proteinas multigenes em glandulas salivares
de carrapatoSCHMELAR et al., 2016). Provavelmente, estes genes mdltiplos se originam &
partir de ancestrais comuns ao sofrerem eventos de duplicacdo de genes e mutacbes
subsequentes com a evolucdo divergente, onde estudos comprovaram taxas aceleradas de
mutacdo em familias multigénicas, revelando entre as espécies de carrapatos avaliadas que
certoscladosda arvore filogenética foram preferencialmente ocupados por membros da mesma
familia provenientes de uma Unica espécie de carrapato (KARIM; SINGH; RIBEIRO, 2011;
SCHWARZ et al., 2013 Em outras palavras, a maioria das duplicagbes génicas e, portanto, a
maioria das proteinas provenientes de familias multigenes possui em comum carrapato

ancestral de linhagem especifica (MANS et al., 2008).

Em outras abordagens filogenéticas, o estudo do rDNA 12S e 16S, lecdoe
microssatélites, revelou que, pelo menos, duas espécies diferentes de carrapatos partilham o
nomeRhipicephalus (Boophilus) microplute forma que estas espécies podem ser redefinidas
comoRhipicephalus microplu@Canestrini, 1887) (para as estirpes americanas e africanas) e,
provavelmente, o antig@hipicephalus australiBuller, 1899 (para as estirpes australianas), o
qual necessita ser redescrito (LABRUNA et al., 2009). Outros indicios revelaram que a espécie
Amblyomma cajennengecomposta por um complexo de espécies, as quais se encontram
agrupadas desde a década de 1950, sob um mesmo taxon (ARAGAO; FONSECA, 1961;
NAVA et al., 2014). Cruzamentos experimentais entre populacoe®\.deajennense
provenientes de diferentes regides geograficas (Salta, Argentina; Villeta, Coldmbia; S&o Paulo
e Rondobnia, Brasil), resultaram num baixo rendimento de nascimento de larvas (LABRUNA et
al., 2011; MASTROPAOLO et al., 2011). Por meio de analises moleculares para a estruturacao
genética d@\. cajennensevaliando genes mitocondriais, sugere-se que na maioria dos paises
da América do Sul, e alguns da América Central, o carrdpam@jennenseeria um complexo
possuindo mais de uma espécie, visto a presenca de varios haplétipos distintos nas diferentes
regides em que este carrapato foi coletado (BEATI et al., 2012; BURKMAN, 2009).

Em 2014, este carrapato foi redescrito, com a validacdo taxonémica de duas espécies
que tinham sido levados a sinonimia no passachinlyomma mixtum e Amblyomma sculptum,
e a descricdo e definicdo de trés novas espésieblyomma tonellia®. sp.,Amblyomma

interandinumn. sp. eAmblyomma patinan. sp. (NAVA et al., 2014) (Figura 3).



44

Figura 3 Distribuicdo geogréfica, filogeofica e especiacdo do carrapato do compkexoajennensena América e nos biomas Brasileiros. Destaque (a): Formacado e
distribuicdo de quatro clados entre populacdes de carrapatos do compajemnenseDestaque (bDistribuicdo geografica do compleXocajennens@pds redescrigédo na
Ameérica. Destaque (c): Distribuicdo geografica do comphexzajennenseo Brasil correlacionada aos fatores ambientais florestais e do clima.
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Na Figura 3, verificase que populacbes d&. cajennensalistribuidas na América
(BARROS-BATTESTI; ARZUA; BECHARA, 2006) estdo tendo fluxo génico entre elas,
expandindo-se demograficamente (NAVA et al., 2014), com a diversidade genética encontrada
corroborando este fluxo ao apresentar baixos valores de diversidade haplotipica (0,0204 e
0,1393) e diversidade nucleotidica (0,0008 e 0,0030) para os clados formados: Clado 1 e Clado
2, sugerindo com a presencasitggletonghaplotipos Unicos) o surgimento de possiveis novas
populacdes, em simpatria e caralopatria podendo estar se iniciando (MAZIOLI, 2011). No
pais, o complexo dé. cajennens& representado por apenas duas espékiesgjennense
(sensu stricto) e dmblyomma sculptufComplexoA. cajennenge embora essas espécies
tenham areas de distribuicdo distintas sendo encontradas em simpatria em algumas regides de
transicdo dos biomas brasileiros (MARTINS et al., 2016). A suspeita da ocorréncia de um
complexo aumenta quando estudos filogenéticos usando marcadores distintos (MARRELLI et
al., 2007) e genomas mitocondriais completos (BURGER et al., 2012) indicam que o género
Amblyommaainda ndo esta bem definido filogeneticamente, de forma que o uso de mais
marcadores moleculares, tais como regido controle, citocromo oxidase, 18S poderdo auxiliar
no melhor entendimento da historia evolutiva, bem como na estruturacdo genética das espécies
de carrapatos estudadas (LABRUNA et al., 2009, 2011; MAZIOLI, 2011).

Os carrapatos do géndrmdese Amblyommaséo infectados por uma rica microbiota
de Rickettsia Na América do Norte, o carrapatoscapularisé um importante vetor de
patdgenos bacterianos, nd@d associado a transmissdo de agentes patogénicos do género
Rickettsia(MORENO et al., 2006). No entanto, as espéBiegndosynbiontit. scapularis
conhecida como REISR. buchennerinfectam ol. scapularis dando a este acaro o titulo de
real hospedeiro com a passagem transovariana por esta espeiketisia(KURTTI et al.,
2015). A espéciR. amblyommatjgjue possuia o status de “Candidatusrickettsiaamblyommit
(KARPATHY et al., 2016), atualmente tem sido relatada em carrapatos da ¢éspesgellaris
(MAYS et al., 2014; TROUT FRYXELL et al., 2015a) (Figuda 4
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Figura 4 Mapa geografico dos EUA demonstrando a distribuicdo geografecap espécies de carrapatos, em
especiall. scapulariss Amblyomma americanurBestaque para a area com forte sobreposicéo de incidéncia para
ambas, as espécies. Fonte: CDC. (2015)

Ixodes seapuiaris distribution
. lxodes pacificus distribution
. Ambiyomma amencanur distribution
. Crverlapping distribution (I, scapulars & A. amaricanuin)

Fonte: CDC. (2015)

Na Figura 4, verifica-se que a regido geografica sugere o encontro da espécie de bactéria
R. amblyommatisom os carrapatos da espécecapularispodendo estar sendo adquirida com
a ingestao de sangue durante o ato de ingurgitamento e hematofagia deste acaro sob espécies
de hospedeiros vertebrados, que habitam as mesmas areas de distribuicdo destas populacées.
Individuos de |. scapularis,coexisem préximos as areas dominantes por espécies de
Amblyomma especialmente cAAmblyomma americanuymalém de outros carrapatos do

complexo doA. cajennensque possuem a infecgéo relatadaRoamblyommatis

2.2 Genoma funcional
2.2.1 Carrapato

Diversos estudos tém caracterizado a transcricdo dos genes em ambos sexos de carrapatos e
seus estagios de desenvolvimento, sendo averiguados singanglio, 6rgaos reprodutores ovarios

e tubulos seminiferos, glandulas salivares e intestino meédio, considerando diferentes
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tratamentos, incluindo condi¢fes de infec¢do ou nao infecgdo por espéRiekattsia Em

fémeas del. scapularis verifica-se a presenca de 15 genes putativos semelhantes aos
encontrados enbermacentor variabilisS EGEKWU et al., 2014). Na caracterizacdo desta
expressao erd. variabilis, sob condi¢cdes de jejum e alimentados parcialmente, utilizando
carrapatos fémeas virgens e acasaladas, obteve-se um total de 14.881 sempidigsia®m

um tamanho médio de 229 pb (BISSINGER et al., 2011). Em ambos os estudos relata-se a
presenca de hormonios de ecloséo, os quais também sédo encontrados em singanglios de insetos
durante a regulacdo do comportamento e desenvolvimento da cuticula de quitina associada com
a muda, sugerindo que este sistensspger utilizado em carrapatos para regular a hematofagia
durante a expansédo da cuticula e o desenvolvimento relacionado com a reproducdo do sexo
feminino durante o ingurgitamento sob hospedeiro vertebrado (BISSINGER et al., 2011;
EGEKWU et al., 2014).

No transcriptoma da biologia reprodutiva de carrapatos machos alimentados da espécie
D. variabilis, revelaram-se 12.802bntigs com 3.866 transcritos em 73 categorias diferentes,
incluindo espermatogénese (SONENSHINE et al.,, 2011). Avaliando-se os perfis
transcriptdmicos de glandulas salivaresl.decapularis,para amostras coletadas em tempos
diferentes de 18 e 24 h, apds o inicio da hematofagia, em hospedeiro vertebrado, verifica-se,
pelo menos, 20 genes, sendo este achado duas vezes mais abundante do que o esperado
(RIBEIRO et al., 2006). A expressao dependente do tempo foi recentemente confirmada para
. ricinus na analise da transcricdo de proteinas metaloproteases contendo o dominio Kunitz e
lipocalinas, sugerindo que os carrapatos mais alimentados tiveram 1.447 genes expressos nas
glandulas salivares, sendo que 1.135 codificavam proteinas secretadas (KOTSYFAKIS et al.,
2015). Estes autores revelaram que o tempo da alimentacao, elevou em pelo menosdl0 vezes,
expressao destes genes, sendo observados 8.300 genes. Em outro estudo, a discrepanci
revelada por andlises de sistemas bioldgicos entre os dados de transcriptbmica e protebmica das
glandulas salivares e intestino médioldeicinus fémeas e ninfas, permitiu predizer 1.510
genes expressos, havendo 373 proteinas mais abundantes nas glandulas salivares do que no
intestino médio, entretanto, com 217 proteinas reguladas positivamente de forma significativa
no intestino médio, contra apenas 93 proteinas nas glandulas salivares (SCHWARZ et al.,
2014).

A avaliacdo individualizada dos transcriptomas do intestino médio e do ovario de

pY

carrapato da espeéeci. sculptum(ComplexoA. cajennensge no tocante a infeccdo e nao
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infeccdo poiR. amblyommatignfectados vs ndo infectados), revelou um padréo oposto entre

os dois 6rgaos, com quase todos os processos celulares no intestino médio altamente expressos
em resposta a infeccdo, enquanto a maioria dos processosesatulaovario foi regulada
negativamente em resposta a infeccdo por esta espécie de bactéria, corroborando outros estudos
in vitro utilizando espécimes diferentes de carrapatos infectados com difé&tmkitssiaspp.,

0S quais observararm vivo com foco apds postura de ovos de carrapatos infectados,
apresentado queda das funcdes fisiologicas de gémeas ingurgitadas e queda no rendimento da
oviposicdo (MOREIRA, 2016).

Para este estudo, temos que a expressdo génica em carrapatos d# espelgaim
(ComplexoA. cajennengdoi significativamente alterada pela expressao de genes constitutivos
em resposta a diferentes condicdes fisioldgicas e da infeccRogmoblyommati@MOREIRA,
2016). Sobretudo, estes dados revelaram aspectos desta expresséao relacionados com o controle
da expressao génica, sintese proteica, vias metabdlicas centrais e componentes da maquinaria
do citoesqueleto, reforcando a hipétese sobre a manipulacdo da maquinaria de expressao génica

do carrapato por esta bactéria.

2.2.2 Rickettsia

O genoma de®ickettsiapode codificar varios sistemas de secrecdo que sao homdlogos com as
vias de secrecdo de proteinas caracteaizath outras bactérias. Todos estes sistemas sao
essencis para orquestrar a vida dentro de células eucaridticas, sendo os mais conhecidos os
sistemas dependentes Sec-TolC e o T5SS (GILLESPIE et al., 2014) (Bigura 5
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Figura 5 Secretomas de bactérias encontradoRiekettsiacom destaque para os sistemas de secrecdo Sec-
dependente contendo o sistema de secrecdo do tipo V (T5SS) e 0 Sec-Tolosasistenhas de secrecdo Sec-
independentes contendo o sistema de duas argininas (Tat), o sistema de secregd¢Td®H) e do sistema de

secrecdo do tipo IV (T4SS) sendo este Ultimo, o menos conhecido paero. gén
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Fonte: Gillespie et al. (2015).

Na Figura 5, verifica-se que o sistema autotransporte (Ats), constituido por antigenos
que dominam a superficie da célula Bikettsia, possui uma gama de interagcbes com
moléculas da célula hospedeira (GILLESPIE et al., 2014). Segundo estes autores;aintera
do Sec-TolC com outras vias de secrecdo, bem como as funcdes dos sistemas de secre¢édo Sec-
independentes e o sistema de duas argitwiasarginine translocatior(Tat), continuam a ser
mal compreendidos para os aspectos da biologRidettsia em contraste com 0s sistesna
de secrecao de proteinas e vias descritas, com uma substancial falta de conservdeatwista
de muitas familias de proteinas secretoras, onde as familias: SCA8, ADR1, ADR2,

TlyC, PLD, e RARP-1 carecem de genes em um ou mais genomas deste género de bactéria

A maioria destes genes apresentam sequéncias variaveis codificadoras de proteinas ricas

em motivos repetidos e outras com regides hipervariaveis, sugestivos de evolugcao rapida e
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provavelmente impulsionada por psges seletivas de acolhimento do hospedeiro (GILLESPIE

et al.,, 2014). Segundo estes autores, apesar em sedificadas em todos os genomas de
bactérias do géner®ickettsia as familias das proteinas SCASCA e RARP-1, séo
hipervariaveis em comprimento e composicdo de sequéncias, além de proteinas PLD que
também é hipervariavel na composi¢do, enquanto ADR1 e ADR2 possuem minima variagao
dentro da sequéncia com por¢des expostas a superficie das suas estruturas em formato de beta-
barril, deixando a TlyC como a mais conservada proteina de secrecéo (77% de identidade em
R. typhie R. bellii).

2.3 Interatoma de proteinas

As proteinas em sua forma nativa ndo fornecem uma compreenséo da sua funcionalidade e o
comportamento celular, exigindo correlacionar suas interacdes, gerando uma rede
tridimensional de alta complexidade estrutural, ao adotar a andlise topolégica com métricas de
conectividade e centralizacdo que permite identificar proteinas essenciais na rede proteica
predta (FLOREZ et al., 2010). Nestes estudos, visam-se detectar aglomerados enriquecidos de
ontologia génica (GO) (CAMON, 2004), para determinar as possiveis vias de alvos, inferindo

a respeito dos processos bioldgicos realizados por proteinas desconhecidas e putativas, sendo
um ponto de partida para a validacdo experimental por ensaitgo e posterior descoberta

de novos alvos (FLOREZ et al., 2010).

As métricas desta analise para inferir a interacdo de redes de proteinas utilizam-se de
diversos bancos de dados do interatoma, entre eles, o banco de dados PSIMAP e o iPfam, os
quais buscam evidenciar potenciais interacdes baseadas na identificacdo de dominios
estruturais do SCOP (HUBBARD et al., 1997) e de sequéncia do Pfam (FINN, 2006;
SONNHAMMER, 1998) que interagem entre si, em estruturas tridimensionais de proteinas
depositadas no PDB (BERNSTEIN et al., 1978; KOURANOV, 2006a). Segundo estes autores,
ambos os bancos de dados permitem observarmos as interacdes de proteina ao nivel de familia-
familia e de proteina-proteina individuais, abrangendo informacfes desta interacdo de ambos
niveis, os niveis de fusdo dos genes em interacdo e a interacao fisica dentro de complexos ou

proteinas de varios dominios.

O banco PSIMAP possui o servidor web PSibase (GONG et al., 2005), que contém

varias informacdes para a interacdo entre dominio-dominio, proteina-proteina, mapa da
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interac@o e os niveis de proteina, superfamilia e familias, interface de interacdo entre proteinas
e previsao estrutural de dominios averiguando homologia a partir de sequéncias depositadas no
PDB (BERNSTEIN et al., 1978). Ainda, o PSlbase utiliza de dois bancos de dados e dois
algoritmos para atribuir o dominio estrutural, sendo o SCOP (HUBBARD et al., 1997), com
sua base de dados (TEICHMANN et al., 2000) e o PSI-BLAST (ALTSCHUL et al.,,1997)
fazendo uso de modelo oculto de Markov (EDDY, 1996).

O banco iPfam difere da maioria dos outros bancos de interatoma ao incluir os motivos
conservados e as regides menos conservadas, como insercdes e delecbes, fazendo o uso de
modelo oculto de Markov (SONNHAMMER, 1998), permitindo insercbes e supressoes
“delegoes” e, ainda, facilitando a anotagdo de dominios completos, apresentando maior
significancia e sensibilidade (EDDY, 1996; KROGH et al., 1994). Segundo estes autores, cada
familia de dominio de proteina possui trés importantes arquivos, sendo o primeiro denominado
de sementes, tratando-se de um alinhamento mduiltiplo de um conjunto representativo das
sequéncias, servindo de base para originarmos aos outros dois arquivos. O banco PEIMAP é
um banco de dados que incorpora informacéo de interacao de pares de proteina de seis bancos
de dados experimentai®ata-base of Interacting ProteinéDIP) (SALWINSKI, 2004;
XENARIOS, 2001)Biomolecular Interaction Network Data-bag$BIND) (BADER, 2003)

Molecular Interaction Databasé¢intAct) (HERMJAKOB, 2004; KERRIEN et al., 2012),
Molecular INTeraction databas@MINT) (ZANZONI et al., 2002) A High Performance RDF
DatabasgHPRD)e A General Repository for Interaction Datas@#oGrid) (STARK, 2006).

Algumas abordagens baseadas em coevolucdo podem ser consideradas como parte dos
métodos para detectar interacdes e as relacdes funcionais entre proteinas usando informacéo
gendmica, conhecido em conjunto como métodos de "base de contexto” (HARRINGTON;

JENSEN; BORK, 2008; WASS; DAVID; STERNBERG, 2011), proporcionando uma
alternativa ortogonal para a previsdo mais tradicional da funcdo baseado em homologia para
semelhanca de arvores genealdgicas (MERING, 2003; SZKLARCZYK et al., 2011). Segundo
estes autas tem se firmado o uso do banco de dados STRING, o qual faz uso de uma Unica
pontuacao para a estrutura da arvore com base em valores de referéncia para os diferentes tipos
de associagbes contra um conjunto de referéncia comum integrado em um dnico valor de

confianca por previséo.

As interacdes proteina-proteina nao estédo limitadas por aspectos fisicos obrigatorios,

podendo também interagir indiretamente ao compartilharem um mesmo substrato numa via
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metabdlica, regulando uns aos outros transcricionalmente, ou através da participacao de vias de
proteinas-multigenes (SZKLARCZYK et al., 2011). Para prever associa¢des funcionais 0s
métodos de inferéncia séo utilizados para esta analise de contexto, as quais baseiam-se no fato
de que proteinas funcionalmente associadas séo codificadas por genes que partilham
semelhantes pressdes de selecdo e precisam ser mantidos juntos e regulados em conjunto, de
tal modo que as proteinas codificadas podem interagir a0 mesmo tempo e no mesmo lugar na
célula, codificando um combinado polipeptideo (GALPERIN; KOONIN, 2000; HUYNEN et

al., 2000; MARCOTTE, 1999).

Uma importante diferenca é que as proteinas fusionadas ndo s@o reconhecidas por
homologia, mas sim por ortologia das partes fundidas a outra (SNEL; BORK; HUYNEN, 2000;
YANAI; DERTI; DELISI, 2001). Neste sentido, a co-ocorréncia de proteinas em mapas
metabolicos de banco de dados permite presumir-se que estas estao interagindo funcionalmente,
diferentemente daquelas que ocorrem em outros diferentes mapas (SZKLARCZYK et al.,
2011). Segundo estes autores, a simples contagem dos eventos é insuficiente, sendo necessério
pontuar, normalizar e possuir um namero de espécies que possuem em seus genomas estes
genes envolvidos. Para obter informacdes sobre genomas, 0s genes e proteinas codificadas, o
banco STRING depende dos proteomas anotados e mantidos pelo Swiss-Prot (BAIROCH,
2000), sendo essencial para as previsdes e para a atribuicdo de equivaléncia funcional dos genes
em todos os genomas, informacéo esta derivada do banco de dados de proteinas ortélogas
Clusters of Orthologous Groups of Prote(i¥0G) (TATUSOV, 2001).

Uma outra abordagem considera a formagcdo de complexos para interacdes entre
proteina-proteina (PPis) e a identificacdo do complexo mais provavel entre milhares de outros
(rangueamento de sequéncias) (MISHRA, 2012). Estas analises utilizam-se de métodos de
acoplagem da interface proteina-proteina, com a predicdo de residuos de aminoéacidos
susceptiveis na interface e a medicdo da area de superficie oculta dos complexos. Aqui,
considera-se as distingbes entre os complexos idénticos (homo complexo) e complexos néo
idénticos (hetero complexo) (JONES; THORNTON, 1996), além de complexos obrigatérios e
nao-obrigatdrios (MISHRA, 2012). De certa forma, os complexos ndo-obrigatérios sdo aqueles
hetero complexos, em que 0s parceiros que interagem ndo sdo complexos colocalizados
inicialmente, sendo transitorios entre os complexos permanentes, dependendo diretamente do
tempo de vida (NOOREN, 2003).
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Segundo este autor, os complexos distintos entre proteina-proteina diferem em termos
de complementariedades de superficie, funcbes estéricas, eletrostatica, hidrofébica, forcas de
ligacdo de hidrogénio, area de superficie acessivel, propensao de residuo e planaridade. Desta
forma, o estudo de validacatocking utiliza-se dos aplicatig Optimal Area (ODA) e
ZDOCK?2.3 para identificar corretamente a interface de ligagdo de alguns complexos em
estruturas experimentais (CHEN; LI; WENG, 2003). Aqui, utliza-se de aplicativos
computacionais, tais como HHsearch/HHpred (SODING, 2005) em SWISS-MODEL
(ARNOLD et al., 2006) e ClusPro (COMEAU et al., 2004) para o ranqueamento de proteina-
proteina ndo ligadas do MetaPPISP para a predicdo de interface entre residuo et aplica
Racer superficie para o calculo de area de superficie ocultas (MISHRA, 2012).

2.4 Coevolucao de proteinas

A coevolucao refere-se as alteracfes coordenadas que ocorrem em pares de organismos ou
biomoléculas, mantendo ou refinando as interagBes funcionais entre os mesmos, ocorrendo
mudancas nha sequéncia, entre genes e 0s seus produtos de proteina, sendo essencial no
desempenho fisiolégico e no sucesso reprodutivo, indicando assim, um importante e
generalizado determinante da aptidao (DE JUAN; PAZOS; VALENCIA, 2013). Segundo estes
autores, embora a coevolugcdo ocorra entre varias biomoléculas, a maioria das ferramentas
recentes de bioinformatica se concentram nas proteinas, sendo amplamente individualizadas ao
teor de residuos de aminoacidos e aqueles, que procuram ao nivel de proteinas, baseado nos

principios da filogenia molecular.

As ferramentas em nivel de residuos consideram a independéncia na variagcao de grupos
de amino acidos numa sequéncia, utilizando do alinhamento multiplo de sequéncia para uma
determinada familia de proteinas homdlogas na busca por mutacdes correlacionadas (FITCH;
MARKOWITZ, 1970), visando identificar locais de interacéo interproteinas (PAZOS et al.,
1997; TRESS et al., 2005; YEANG; HAUSSLER, 2007), enquanto outros métodos procuram
grupos maiores de residuos, especificamente coconservados dentro de uma subfamilia de
proteinas em particular, podendo identificar residuos que definem as propriedades funcionais e
especificidade de um substrato ligante a uma determinada enzima (DE JUAN; PAZQOS;
VALENCIA, 2013).
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As mutacbes correlacionadas sugerem mudancas compensatorias, ocorrendo entre 0s
residuos em diferentes posi¢cdes, podendo estes estarem proximos em contato direto, agindo
juntos em catalises ou, até mesmo, em locais de ligacdo para manter a estabilidade da proteina,
sua funcéo e enovelamento (GOBEL et al., 1994; NEHER, 1994). Segundo estes autores, 0
estudo da coevolucao entre residuos de diferentes proteinas sugere o uso destes como preditores
das superficies que interagem nas interfaces de proteinas, indicando pares de posi¢cdes de
aminoacidos interdependentes ou padrées semelhantes de substituicdo, os quais podem ser
construidos com o uso de uma matriz de substituicdo de aminoacidos précalculada, tendo sua

semelhanca avaliada por uma correlagéo linear.

As ferramentas em nivel de proteinas permitem a construcéo de arvores filogenéticas
para muitas familias de proteinas (GOH et al.,, 2000; PAZOS; VALENCIA, 2001). A
coevolucdo entre espécies, tais como a interacdo parasita-hospedeiro, predador-presa e
simbionte-anfitrides, em muitos casos apresenta arvores filogenéticas semelhantes para a
coevolucao destas relagbes (DE JUAN; PAZOS; VALENCIA, 2013). Da mesma forma, a
coevolucdo molecular entre proteinas, que sao frutos de fendmenos fisicos ou devido a
interacBes funcionais, frequentemente resulta em correspondentes semelhancas para arvores
genealdgicas, permitindo através da similaridade, identificar parceiros de interagdo para uma
determinada proteina, tais como seus pares de receptores ligantes (FRYXELL, 1996; PAZOS;
VALENCIA, 2001).

Abordagens baseadas em coevolu¢cdo como parte dos métodos para detectar interacdes
e as relacbes funcionais entre proteinas usando informacédo gen6mica, sdo conhecidas em
conjunto como métodos de "base de contexto” (HARRINGTON; JENSEN; BORK, 2008;
WASS; DAVID; STERNBERG, 2011), como discutido no topico anterior de interatoma.
Baseado em homologia para semelhanca de arvores genealdgica (MERING, 2003), esta
abordagem, chamada de MirrorTree (KANN et al., 2009), avalia a correlacdo fisica entre
arvores semelhantes e a interacao funcional, prevendo o potencial das interacdes proteina-
proteina em uma escala genémica (PAZOS; VALENCIA, 2001). Outras abordagens derivadas
preveem pares especificos de duas proteinas paralogas que interagem numa mesma familia de
proteina, considerando familias de proteinas e correspondentes entre diferentes membros das
duas familias (DE JUAN; PAZOS; VALENCIA, 2013).

Em adicédo, as arvores genealdgicas podem ser usadas para identificar os dominios que

interagem em duas proteinas, caso estes dominios exibam sinais fortes de coevolucdo, ndo
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interagindo com outros dominios dentro da mesma proteina (JOTHI et al., 2006), de forma que
as arvores para as interfaces entre proteinas mostram mais intensamente a coevolucao do que o
resto das proteinas (KANN et al., 2009). Ambos 0s autores sugerem que, em muitos casos, a
coevolucao entre proteinas que interagem € um fendémeno local, sendo circunscrita aos residuos
em regides particulares, podendo identificar a interacdo entre residuos dentro de proteinas (DE
JUAN; PAZOS; VALENCIA, 2013).

Proteinas que realizam fungcdes comuns presentes ou ausentes N0Os MesmMos organismos
podem ser consideradas um caso extremo de coevolucado, sendo este fendmeno explorado por
alguns meétodos para prever a interacdo entre as familias de proteinas funcionalmente
relacionadas (PELLEGRINI et al., 1999). Quanto aos métodos MirrorTree (KANN et al.,
2009), o processo de especiacao subjacente introduz um viés importante, exigindo a imposi¢ao
de fortes restricbes sobre o conjunto de genes estudados, devidto de que muitas
sequéncias de proteinas que desempenham uma fun¢cdo comum poderem estar simultaneamente
em bactérias e archaea, mas ausentes em eucariontes (DE JUAN; PAZOS; VALENCIA, 2013).

Segundo estes autores, no entanto, a coevolugdo de intra e interproteinas sédo dois
fendbmenos relacionados que envolvem forcas semelhantes de interacdo fisica e restricbes
evolutivas, podendo ser explicada por um conjunto de pares de residuos interproteina que
coevoluiram. De fato, varios métodos para a detec¢éo de residuos que coevoluiram também tém
sido utilizados para detectar residuos das interfaces de interacfes interproteina (PAZOS;
VALENCIA, 2001; TRESS et al., 2005; YEANG; HAUSSLER, 2007). Embora historicamente
separadas, métodos para o estudo da coevolucdo inter e intraproteina possuem aplicacfes
intimamente relacionadas e compartilham conceitos metodoldgicos semelhantes (DE JUAN;
PAZOS; VALENCIA, 2013).

Neste sentido, a utilizagdo do conjunto de métodos de "base de contexto”
(HARRINGTON; JENSEN; BORK, 2008; MERING, 2003; WASS; DAVID; STERNBERG,
2011), aqui proposto como estratégia para o estudo tanto dos aspectos do interaton@, como d
estudo coevolutivo de proteinas da interface carrap&aksttsiasdo os mais sugestivos para
0 norteamento destas andlises para o projeto proposto visando estudar dentro da rede de
interacdo 0s mapas de ontologia génica proposto para a verificacdo e anotacdo da
funcionalidade destes pares que interagem podendo conter respostas da coevolugao entre estes

organismos.
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3 METODOLOGIA

Para executar este projeto foi utilizado o Cluster hospedado no Departamento de Tecnologia da
Informacdo da Universidade Federal de Vigcosa UFV, adotando a plataforma do
supercomputador Japiter, podendo ser acessado nolink:

(http://www.novoscursos.ufv.br/diretorias/ufv/dti/www/?page id97P4ara utilizar o cluster,

foi necessario transformar os bancos de dados de genoma, proteorsaiptvara em bancos

de dados biologicos internos parecidos com os do NCBI com o uso de documento formatdb que
consiste num programa para esta formatacdo, sendo obrigatério consteniptssio formato

pbs para a submissao dos trabalhos. O uso desiptssendo obrigatoério, visto no cluster ndo

ser permitido rodar andlises de trabalhos na linha de comando. Neste sentido, foi preciso
desenvolver diferenteriptsem linguagem pbs, perl e bin bash para submetermos a maioria
das analises e realizar este trabalho. Este uso obrigatdrio consiste em desenvolver o ambiente
de trabalho no ClusteAtravés do aplicativo WinSCP pudemos transferir e conferir os nossos
dados diretamente na plataforma do Japiter e com o uso do programa Putty, orquestramos a
execucao deste projeto, utilizando pacotes e servicos inseridos previamente no Cluster, com o

uso de linguagens computacionais e comandos de execucéo Linux.

3.1 Construcao do Interatoma

Como modelo para a realizacdo deste estuclonstrucao do interatoma utilizamos de 1821
proteinas do genoma ASM96467vl ID 1359164 da espécie de baRiEkattsia
amblyommatigstirpeAc/Pa(KARPATHY et al., 2016), baixadoobanco de daddsnsembl
bactérias lfttp://bacteria.ensembl.oRjickettsia amblyommatis_str_ac_pa/Info/Ingexe de
21486 proteinas do genoma IscaW1 ID 694B&ddes scapularifGULIA-NUSS et al., 2016),

baixado (1) banco de dados Ensembl metazoa

(http://metazoa.ensembl.org/Ixodes_scapularis/Info/lnd€em deposito no GenBank pelo

namero de acesso ABJB010000000, o projeto do sequenciamento do genoma do carrapato da
espécie |. scapularis colénia Wikel, numero PRJINA16232 pbdde ser acessado
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ABJB010000p00

Sob a abordagem do interatoma, o estudo da interacao foi realizado utilizando de dados
de interacdo entre proteinas e familias de dominios depositasloanoos de dado®(otein
Experimental Interactome MARPEIMAP (FLOREZ et al., 2010; KIM et al., 2008%darch
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Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Prot@inSTRING (ttps://string-db.org/
(MERING, 2003); Protein Structural Interactome MAP PSIMAP
(https://sourceforge.net/projects/psisp@ARK et al., 2005), e dd’¢otein Families databaje
Pfam (https://pfam.xfam.org/ (FINN; MARSHALL; BATEMAN, 2005), apresentando o

namero de interacfes entre proteinas ultrapassando 2 bilhdes, 1 milhdo, 500 mil e 13 mil com

0 numero de pares de dominios ultrapassando 400 mil, 6 milhdes, 60 mil e 3 mil conforme

respectivos bancos.

3.1.1 Andlise de similaridade

Para a construcdo do interatoma, utilizamos das sequéncias de aminoacidos das proteinas
provenientes do genoma da bactéria da espcanblyommatis do carrapato da espétie
scapularis Inicialmente, realizamos a analise de similaridade com estes repertérios de
proteinas, separadamente para cada organismo contra as sequéncias de proteinas depositadas

para os quatro bancos de dados do interatoma (Fiura 6
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Figura 6 Fluxograma para as analises de similaridade dos dados de sequénocieidaspdos genomas
provenientes da bactéria da esp&ti@mblyommmatie e do carrapato da espétiscapularis®, fazendo o uso
de multialinhamentos de sequéncias e de dados de dominios de interagdieidaspem banco de dados do
interatoma. Destaque para os alinhamentos e pardmetros avaliados em cadanukncwmdtagem do interatoma

parcial utilizando de cada banco.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 6, verificaseos passos eefoco realizados para as analises de similaridade
Estas foranabase inicial para a montagem do interatoma parcial e do geral, de forma que cada

conjunto de proteinas, tanto as provenientes do genonka denblyommatisomo dol.
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scapularisforam submetidas a alinhamentos de sequéncias contra as sequéncias de proteinas

de dados de bancos que constituem o interatoma.

Peimap x Similaridade

Para o alinhamento local contra a base de dados de proteinas depositadas no PEIMAP, utilizou-
se do BLASTP (ALTSCHUL et al., 1997). As interag6es de proteinas significativas foram
consideradas com alinhamentos com um minimo de 40% de identidade e 70% de cobertura
(FLOREZ et al., 2010). O alinhamento local com o uso do BLABERI¢ Local Alignment

Search Toglpara sequéncias de proteinas forneceu a pontuacdo maxima entre qualquer par de
subsequéncias de proteinas depositadas no banco de dados do Peimap em relacdo as sequéncias
comparadas, no caso, contra as sequéncias de proteinas do carrapato e da bej@#eéa de

para se identificar trechos altamente conservados entre estes dois genomas.

Por meio do uso do BLASTP entre sequéncias de proteinas, obteve-se o arquivo de saida
contendo o0 numero de acesso Easaquéncia alinhada, uma descricdo breve da sequéncia, o
score maximo resultante de um anico HSR4igh-scoring Segment Pajrso score total
resultante da soma de HSP@ery coverageom a porcentagem da sequéncia submetida ao
programa coberta pelo alinhamentog-walueque € o parametro de confianca e a maxima
identidade obtida por um HSP). expected valude-valug é o parametro de confianca do
alinhamento. Onde E =xpect valuem e n tamanho das sequéncias alinha&fasore
normalizado.O P-value(s) € a probabilidade de obter weoretdo bom ou melhor que (s)
puramente por chance em um banco de dados aleatério, do mesmo tamanho e com a mesma
composicao de bases, enquant-alue(s) é o nimero deits comscoretdo bom ou melhor
gue puramente por chance em um banco de dados aleat6rio, do mesmo tamanho e com a mesma

composicao de bases, sendo um ndamero real ndo negativo.

No entanto, a interpretacao de um resultado nem sempre é trivial, muitas vezes depende
do que o usuario busca como a definicdo de funcdo, motivos conservados e tamanho da
sequéncia submetida, sendo que sequéncias muito pequenas nunca obtexé@buemuito
baixo mesmo obtendo um alinhamento perfeito. O fato de termesvatuesignificativo néo
implica que necessariamente podemos postular a fungcdo de uma proteina, pois em alguns casos
isso reflete meramente a conservacao de algum motivo ou dominio que podem estar presentes

em proteinas com fungdes diversas.
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Este alinhamento lat é Gtil para encontrar um gene em um genoma, identificar éxons,
identificar dominios proteicos ou identificar possiveis homoélogos em um banco de dados. Aqui,
o BLAST é um algoritmo heuristico e util para alinhamento entre sequéncias de tamanhos
diferentes, para sequéncias com apenas alguns trechos conservados, para a consulta de
sequéncias em banco de dados bioldgicos. A pontuacdo e os alinhamentos, denaonstram
similaridade como um grau de semelhanca de sequéncias permitindo inferéncia de homologia

sob, por exemplo, um gene com ancestral comum (ALTSCHUL et al., 1997).

Com a finalidade de avaliarmos a similaridade entre as sequéncias de proteinas destes
organismos versus as sequéncias de proteinas do banco de dados Peimap, adotando do BLASTP

desenvolvemos script abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serdo utilizados pelo job

#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=6,mem=6gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretdrio corrente para o diretério de onde foi submetstwipt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de mdodulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o médulopt-python

blastall -p blastp -i (arquivo 1a) -d (arquivo 2) -a 6 -FB-0 (arquivo de saida 3a)
blastall -p blastp -i (arquivo 1b) -d (arquivo 2) -a 6 -F T -m8 -qujan de saida 3b)
#Fim doscript

Nestescript pbs, 0s arquivos 1a e 1b consistem nas listas de sequéncias de aminoacidos

das proteinas no formato Fasta para a bactéria e o carrapato, respectivamente e submetidos a
analise de similaridade adotando o BLASTP contra o arquivo 2 de sequéncias de aminoacidos
de proteinas depositadas no banco de dados do Peimap no formato Fasta para gerarem o0s
arquivos de saida 3a e 3b, contendo os resultados do alinhamento para ambos os organismos
(Dados néo publicados). Para selecionarmos as sequéncias de protBnasidyommatie
do I. scapulariscom maior similaridade das sequéncias dos dominios do banco de dados do
Peimap, adotando o nivel de confianca >= 70 e a identidade <= 1e-10 do BLASTP
desenvolvemos cxcripts abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serdo utilizados pelo job

#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=1gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end
#PBS -M (email)
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#Altera o diretério corrente para o diretdrio de onde foi submetsobwijt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

INPUT_FILE="arquivo 1"

OUTPUT_FILE="${INPUT_FILE}-2col"

perl scriptpeimap.id.pl "$SINPUT_FILE" > "$OUTPUT_FILE"

cat "SOUTPUT_FILE" | grep PEI_ | sort | uniq > "${OUTPUT_FILE}-repeat”
echo "Removendo arquivo '${OUTPUT_FILE}"

rm-v ${OUTPUT_FILE}

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar modulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGVI[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $id;

my $confianca;

my S$identidade;

my $idpeimap;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){
chomp ($linhas[$i]);

my @linha = split (" ", $linhas[$i]);
#pega a primeira coluna

$id = $linha[0];

#pega a segunda coluna

$idpeimap = $linha[1];

#pega a quarta coluna

$confianca = $linha[2];

#pega a decima primeira coluna
$identidade = $linha[10];

if ($confianca >= 70 && $identidade <= 1le-10){
print "$linha[0]\t$linha[1]\n";

}

}
#Fim doscript

No script pbs, o arquivo 1 consiste nas entradas para os arquivos 3a e 3b contendo os
alinhamentos para as sequéncias de aminoacidos das proteinas dos organismos e seus similares,
tratando-se dos dominios de proteinas do banco de dados do Peisaapt @erl, chamado
dentro dascript pbs, foi programado para se obter os IDs das sequéncias de potsiisass
similares conforme os valores de confianga e identidade adotados para o BLASTP. Além disso,
com base nos pares de interacao do banco do Peimap, somente as proteinas similares contendo
nos IDs o codigo identificador PEI_, foram selecionadas, porque estas proteinas possuem pares

de interacdo com validagdo comprovada por métodos bioquimicos e moleculares.
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Psimap x Similaridade

Para o alinhamento contra a base de dados SCOP (HUBBARD et al., 1997), utilizada pelo
PSIMAP, fizemos o uso do PSI-BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), consider&daluede

1x10# (FLOREZ et al., 2010; KIM et al., 2008), para prever interacdes de prot€inas.
PSIMAP é um banco de dados que infere interacbes baseadas na identificacdo de dominios
estruturais do (LO CONTE, 2000). O PSI-BLAST, inicia-se como um BLA8HERIa na
recuperacdo de sequéncias de proteinas contendo similaridades com a sequéncia de proteina
inserida no alinhamento. Este algoritmo faz o uso das sequéncias que obtives@reagima

de um certo limite para criar uma matri2o6ition-Specific Score Matjixesultantes al

BLASTP.

A matriz tendeafornecerscoremais altos para regides conservadas dentro de familias
de proteinag scorebaixos para regides pouco conservatamsa nova busca é realizada com
esta matriz e com 0s novos alinhamentos formando uma nova matriz, 0 que se repetira até o
final para todas as sequéncias de proteinas tes@dSEBLAST € um BLASTP interativo
no qua uma matriz da familia BLOSUMB(ocks of Amino Acid Substitution Maixapés a
primeira interacdo, é refeita com base nos alinhamentos entre as proteinas resultantes da
consulta. Na medida que o alinhamento se estende, uma posi¢cdo conservada no alinhamento
recebe unscorealto e uma posi¢cao nao conservadasgorebaixo, sendo Gtil para encontrar
membros distantes de familias de proteinas, podendo identificar familias de antigenos de

membrana, por exemplo.

A matriz BLOSUM (HENIKOFF; HENIKOFF, 2000) é conhecida como alinhamentos
multiplos de blocos conservados de aminoacidos sem a preseggpsde varios grupos de
proteinas relacionadas, apresentando o calculo de frequéncia de substituicdo de cada par de
aminoacido. Para adquirir sequéncias com o maximo x% de identidade, sdo utilizadas as
matrizes BLOSUMG62 que é padrao para alinhamento de proteinas como o BlaASatriz
BLOSUMS85. Uma matriz BLOSUMk considera apenas sequéncias com ndo menos do que k%
de divergéncia entre suas bases, sendo sua formula geral definida por: BLOSYMIlog2

fregk (ai, aj)/ fregk (ai) . fregk (aj).

Com a finalidade de avaliarmos a similaridade entre as sequéncias de proteinas destes
organismos versus as sequéncias de proteinas do banco de dados Psimap, adotando do
PSIBLAST desenvolvemosseript abaixo:
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#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serdo utilizados pelo job

#PBS -N (Nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=4,mem=6gb

#PBS -m ae

#mensagem serd enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretdrio corrente para o diretdrio de onde foi submetsabwijt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o médulopt-python

blastpgp -i (arquivo 1a) -d (arquivo 2) -a4 -F T -s T -j 5 -m8rquivo de saida 3a)
blastpgp -i (arquivo 1b) -d (arquivo 2) -a4 -F T -s T -j 5 -m&arquivo de saida 3b)
#Fim doscript

Nestescript pbs, os arquivos la e 1b consistem nas listas de sequéncias de aminoacidos
das proteinas no formato Fasta para a bactéria e o carrapato, respectivamente e submetidas ao
PSIBLAST contra o arquivo 2 contendo as sequéncias de proteinas no formato Fasta do banco
de dados Scop, gerando os arquivos de saida 3a e 3b (Dados nao publicados). Para obtermos as
sequéncias de proteinasRleamblyommatis dol. scapularissimilares aos dominios do banco
de dados do Psimap, adotamos o evalue <= 0,0001 do PSIBLAST. Para esta finalidade

desenvolvemos axcripts abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que seréo utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=1gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diret6rio corrente para o diretdrio de onde foi submetgoboipt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

INPUT_FILE="(arquivo 1)"

OUTPUT_FILE="${INPUT_FILE}-2col"

perl scriptscop.id.pl "$INPUT_FILE" > "$OUTPUT_FILE"

cat "SOUTPUT_FILE" | sort | unig > "${OUTPUT_FILE}e-repeat"
echo "Removendo arquivo '${OUTPUT_FILE}"

rm-v ${OUTPUT_FILE}

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar médulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $id;
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my $evalue;

my $idscop;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i+}
chomp ($linhas[$i]);

my @linha = split (" *, $linhas[$i]);
# Pega a primeira coluna

$id = $linhal0];

# Pega a segunda coluna
$idscop = $linha[1];

# Pega a decima primeira coluna
$evalue = $linha[10];

if ($evalue <= 0.0001){

print "$id\t$idscop\tsevalue\n”;

}

}
#Fim doscript

No script pbs, o arquivo 1 consiste nas entradas para os arquivos 3a e 3b contendo os
alinhamentos para as sequéncias de aminoacidos das proteinas dos organismos e 0S Sseus
similares, tratando-se dos dominios de proteinas do banco de dados do Psiamigyh pérl,
chamado dentro dgcript pbs, foi programado para se obter os IDs das sequéncias de proteinas

e 0s seus similares conforme o valoredgalueadotado para o PSIBLAS

Pfam x Similaridade

O iPfam é um banco de dados que inferem interacdes baseado em sequéncia do Pfam (FINN,
2006), que interagem entre si em estruturas tridimensionais de proteinas depositadds no PD
(BERNSTEIN et al., 1978; KOURANOQV, 2006para identificar a presenca de dominios no
iPfam, utilizamos a ferramenta HMM pfam que adota anélise de modelos ocultos de Markov
para sequéncias biologicas (KROGH et al., 1994).

Para avaliarmos a similaridade entre as sequéncias de proteinas destes organismos
versus as sequéncias de proteinas do banco de dados Pfam, adotamos do HMM. Com esta

finalidade desenvolvemossaript abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serdo utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=6,mem=200mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretdrio corrente para o diretério de onde foi submetatwipt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de mdodulos

source /etc/profile.d/modules.sh
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#Carrega o médulopt-python

module load hmmer/3.1b2

module load perl/5.24.0

module load pfam_scan/1.6

pfam_scan.pl -dir $PFAM_DATA -e_seq 0.05 -cpu $PBS_NP -Fasta (arquivoutfile (arquivo de saida
2a)

pfam_scan.pl -dir $PFAM_DATA -e_seq 0.05 -cpu $PBS_NP -Fasta (arqyivoutble (arquivo de saida
2b)

#Fim doscript

Nestescript pbs, temos o0s arquivos 1a e 1b referentes as sequéncias de aminoacidos das
proteinas no formato Fasta para a bactéria e o carrapato, respectivamente submetidas ao HMM
contra o arquivo de sequéncias de proteinas PFAM_DATA no formato Fasta do banco de dados
do PFAM gerando os arquivos de saida 2a e 2b (Dados nado publicados). Para obtermos as
sequéncias de proteinas Riekettsiae dol. scapularissimilares aos dominios do banco de
dados do Pfam, adotamo&&alue<= 0,01 do HMM. Para esta finalidade desenvolvemos os

scripts abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serdo utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=1gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsbwijt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

INPUT_FILE="(arquivo 1)"

OUTPUT_FILE="${INPUT_FILE}-2col"

perl scriptpfam.id.pl "$INPUT_FILE" > "$OUTPUT_FILE"

cat "$SOUTPUT_FILE" | sort | unig > "${OUTPUT_FILEje-repeat”
echo "Removendo arquivo '${OUTPUT_FILE}"

rm-v ${OUTPUT_FILE}

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar os médulos:

use warnings;

use strict;

use Text::Trim qw(trim);

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $id;

my $evalue;

my $idpfam;

my $bit score

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; Si++){
chomp ($linhas[$i]);

my @linha = split (" ", $linhas[$i]);
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#ignorar linha em branco
if(trim($linhas[$i]) eq "){

#print "Linha $i: Blank line. Ignoring...\n";
next;

}

#ignorar linhas que comegam com #

if (Blinhas[$i] =~ I"#/){

#print "Linha $i: Comment line. Ignoring...\n";
next;

}

# Pega a primeira coluna

$id = $linha[0];

# Pega a sexta coluna

$idpfam = $linha[5];

$idpfam =~ /(\w+).\w+/;

$idpfam = $1,

# Pega a decima terceira coluna
$evalue = $linha[12];

# pega a decima segunda coluna
$hit score= $linha[11];

if ($evalue <= 0.01 ){

print "$id\t$idpfamisbit scoran”;

}

}
#Fim doscript

No script pbs, o arquivo 1 consiste nas entradas para os arquivos 2a e 2b contendo os
alinhamentos para as sequéncias de aminoacidos das proteinas dos organismos e 0S Sseus
similares, tratando-se dos dominios de proteinas do banco de dados do Btaipt [62rl,
chamado dentro decript pbs, foi programado para se obter os IDs das sequéncias de proteinas

e 0s seus similares conforme o valoredvalueadotado para o HMM.

String x Similaridade

Finalizando, fizemos o uso do banco de dados STRING, considecatafd >= 700, na

previsdo de associacdes funcionais com métodos de inferéncia (SZKLARCZYK et al., 2011),
baseando na coocorréncia de proteinas em mapas metabdlicos do banco de dados SCOP e de
proteomas anotados e mantidos pelo Swiss-Prot (BAIROCH, 2000), atribuindo equivaléncia
funcional para os genes derivada do banco COG (TATUSOV, 2001).

Para avaliarmos a similaridade entre as sequéncias de proteinas destes organismos
versus as sequéncias de proteinas do banco de dados String, adotamos do BLASTP. Com esta
finalidade desenvolvemossaript abaixo:

#!/bin/bash
#Diretivas PBS. Especificam recursos que serdo utilizados pelo job
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#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=4,mem=6gb

#PBS -m ae

#mensagem serd enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsdijpt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o médulopt-python

blastall -p blastp -i (arquivo 1a) -d (arquivo 2) -a 4 -FB-0 (arquivo de saida 3a)
blastall -p blastp -i (arquivo 1b) -d (arquivo 2) -a 4 -F T -m8 -quian de saida 3b)
#Fim doscript

Nestescript pbs, os arquivos la e 1b referentes as sequéncias de aminoacidos das
proteinas no formato Fasta para a bactéria e o carrapato, respectivamente e submetidos ao
BLASTP contra o arquivo 2 contendo as sequéncias de proteinas no formato Fasta do banco de
dados do String, gerando os arquivos de saida 3a e 3b (Dados néo publicados). Para obtermos
as sequéncias de proteinaRRilekettsiae dol. scapularissimilares aos dominios do banco de
dados do String, adotamos da identidade <= 0,0001 do BLASTP. Com esta finalidade

desenvolvemos axcripts abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serdo utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=1gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsobwijot
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

INPUT_FILE="(arquivo 1)"

OUTPUT_FILE="${INPUT_FILE}-2col"

perl scriptstring.id.pl "$INPUT_FILE" > "$OUTPUT_FILE"

cat "SOUTPUT_FILE" | sort | unig > "${OUTPUT_FILE}e-repeat"
echo "Removendo arquivo '${OUTPUT_FILE}"

rm-v ${OUTPUT_FILE}

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar modulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<%file";
my @linhas = <ARQUIVO>;
close ARQUIVO;

my $id;

my $confianca;

my $identidade;
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my $idpeimap;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){
chomp ($linhas[$i]);

my @linha = split (" *, $linhas[$i]);
#pega a primeira coluna

$id = $linha[0];

#pega a segunda coluna
$idpeimap = $linha[1];

#pega a quarta coluna
$confianca = $linha[2];

#pega a decima primeira coluna
$identidade = $linha[10];

if ($identidade <= 0.0001){

print "$linha[0]\t$linha[1]\n";

}

}
#Fim doscript

No script pbs, o arquivo 1 consiste nas entradas para os arquivos 3a e 3b contendo o0s
resultados dos alinhamentos para as sequéncias de aminoacidos das proteinas dos organismos
e 0s seus similares, tratando-se dos dominios de proteinas do banco de dados ds&iphg. O
perl, chamado dentro dscript pbs, foi programado para se obter os IDs das sequéncias de

proteinase os seus similares conforme o valor de identidade adotado para o BLASTP.

3.1.2 Montagem do Interatoma

Na identificacdo de dominios, as proteinasRdeamblyommati® dol. scapularisforam
consideradas similares contra os pares de dominios dos bancos de dados com potencial para
interagir se as interacdes entre os dois dominios estavam presentes nos bancos de dados do
interatoma. Para a construcacs diteratomas parciais de cada banco e do interatoma geral

entre os quatro bancos, utilizamos dos resultados das andlises de similaridade.

Consideramos, os pares de sequéncias de proteinas similares para a bactéria da espécie
R. amblyommatis para o carrapato da espéciscapularisentre os dominios de sequéncias

de proteinas dos bancos de dados conforme cada andlise individual (Figura 7
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Figura 7 Fluxograma contendo 0s passos conseguintes apds a analise de sienpariaacs montagens dos

interatomas parciais com cada par de interagdo em cada banco. Destaque paradpctiorgdinal para cada
interatoma parcial.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 7, verificsse 0os passos realizados apo0s a realizacdo das analises de
similaridades. Nisto, as proteinas Reamblyommatigue formaram pares similares com as

sequéncias dos bancos de dados foram interagidas com as protelnasapularis que
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formaram pares de similaridade com as mesmas sequéncias destes barmresd©prpteinas
formados com o uso dos pares de dominios que interagem obtido em cada bancoasugerem
ocorréncia da interacdo entre estes organismos. Para esta finalidade desenvolgenpis os

abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serdo utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=200mb

#PBS -m ae

#mensagem serd enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email),

#Altera o diretério corrente para o diretdrio de onde foi submetsobwijt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

perl interatoma_interespecifico.pl (arquivo 1a) (arquivo 2a) (arquivo 3a)
perl interatoma_interespecifico.pl (arquivo 1b) (arquivo 2b) (arquivo 3b)
perl interatoma_interespecifico.pl (arquivo 1c) (arquivo 2c¢) (arquivo 3c)
perl interatoma_interespecifico.pl (arquivo 1d) (arquivo 2c) (arquivo 3d)
#Fim doscript

#lusr/bin/perl

#como rodar: perl interatoma_interespecifico.pl

$peimapfile = $ARGV[0];

$blastfile = SARGV[1];

$humanblast = $ARGV[2];

$outputfile = SARGV[3];

open (PEIMAP, $peimapfile) || die ("PEIMAPInvalido!");

open (BLAST, $blastfile) || die ("Blastinvalido!);

open (HUMANBLAST, $humanblast) || die ("Humanlinvalido!");
open (OUTPUT, ">$outputfile"); #abertura do arquivo de saida
@peimap = <PEIMAP>;

@humanblast = <HUMANBLAST>;

@blast = <BLAST>;

close PEIMAP;

close BLAST;

close HUMANBLAST;

for ($i = 0; $i < @peimap; $i++) {

chomp $peimap[$i];

@linhapei = split (\s+/, $peimap[$i]); #separacdo da linha do peimap em colunas
@parl = ();

@par2 = ();

$aux = 0;

$aux2 = 0;

for ($i2 = 0; $i2 < @blast; $i2++) {

chomp $blast[$i2];

@linhabla = split (A\s+/, $blast[$i2]); #separacao da linha do blast em coluna
if ($linhapei[0] =~ $linhabla[1]) {

$parl[$aux] = $linhabla[0];

$aux++;

}

if ($linhapei[l] =~ $linhabla[1]) {
$par2[$aux2] = $linhabla[0];
Saux2++;

}

}
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for ($i2 = 0; $i2 < @humanblast; $i2++) {

chomp $humanblast[$i2];

@linhabla = split (As+/, $humanblast[$i2]); #separacao da linha do blast em coluna
if ($linhapei[0] =~ $linhabla[1]) {

$parl[$aux] = $linhabla[0];

Saux++;

}

if ($linhapei[1] =~ $linhabla[1]) {
$par2[$aux2] = $linhabla[0];
$aux2++;

}

}

$testel = @parl;

$teste2 = @par2;

if ($testel I= 0 && $teste2 1= 0) {

for ($aux = 0; $aux < @parl; $aux++) {

for ($aux2 = 0; $aux2 < @par2; $aux2++) {
print OUTPUT "$parl[$aux]\t$par2[$aux2]\t$peimap[$i]\n";
}

}

}

exit;
#Fim doscript

No script pbs, os arquivos la-d consistem nos IDs para os pares de sequéncias de
interacao proteina-proteina presente nos bancos de dados do interatoma (Peimap, Pfam, Psimap
e String). Os arquivos 2a-d e 3a-d, contém os IDs de identificacdo para as sequéncias de
proteinas d&®. amblyommatie dol. scapularis respectivamente contendo também os IDs das
sequéncias de proteinas similares, obtidos por meio da analise de similaridade, conforme o
Tépico 3.1.1, respectivamente para cada badsaript perl, chamado dentro daript pbs, foi
programado para filtrar os pares de sequéncias de proteirRs atablyommati® dol.
scapularisapresentando o potencial para interagir conforme os pares de interacdo de proteina-

proteina similares depositados nos bancos de dados do interatoma (Dados néo publicados).

3.1.2.1 Interatomas interespecificos

Os arquivos de saida do interatoma parcial sdo referentes aos dados obtidos de interacéo
proteina-proteina entre estes organismos utilizando dos quatro bancos de dados do Peimap,
Pfam, Psimap e String, respectivamente. Todos estes arquivosrp@ssicomum interacdes
intraespecifica e interespecifica entre as proteinas de ambos os org&ismbsyommatis

I. scapularis havendo a interacdo entre proteinas dos proprios organismos e entre eles. No
entanto, para o estudo de interagdes entre as proteinas da HRct@mdlyommati® do

carrapato da espédiescapularis foi realizado um filtro em todos os resultados, com a remogao
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de proteinas com interacdes intraespecificas e a inversao dos pares de interacdo que contém as

sequéncias de proteinas do carrapato interagindo com as da bactéria, exclusivamente.

Inversédo e limpeza das interacfes intraespecificas

A inversao foi realizada para organizarmos os pares de interagcdo, colocando as proteinas da
bactéria interagindo com as proteinas do carrapatoemocao de proteinas com interacdes

intraespecificas.

Peimap

Com a finalidade de preservar os pares de interacdo e os formatos de saida dos arquivos do
interatoma construido por meio do uso do banco de dados do Peimap, desenvok@ipbs o

abaixo:

#!/usr/bin/perl

#carregar médulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:

my $file = $ARGVI[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){
chomp ($linhas[$i]);

my @coluna = split ("\t", $linhas[$i]);

#print "$coluna[0]\n";

if (($coluna[0]=~/"K/)&&($coluna[1]=~/M/)){
print "$coluna[0]\;$coluna[1]\;$coluna[2]\;$coluna[3]\;$coluna[4]\n";

}

elsif (($coluna[0]=~/"I/)&&($coluna[1]=~/"K/N)}

print "$coluna[1]\;$coluna[0]\;$coluna[3]\;$coluna[2]\;$coluna[4]\n";

}

}

#fim

Nestescript pbs, foi programado a limpeza de interacfes intraespecificas e a inversdo

das interacdes na ordem bactéria-carrapato. O arquivo 1 contém os dados obtidos do interatoma
parcial para os pares de interacdo entre as sequéncias de prot&nambommatis dol.
scapulariscom o uso do Peimap. Estes pares apresentaram o potencial para interacdo conforme
0s pares de interacdo proteina-proteina e os métodos experimentais de validacdo da interacéo,

com os quais estas foram comprovadasvo em outras abordagens e estudos.
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Pfam

Com a finalidade de preservar os pares de interacdo e os formatos de saida dos arquivos do
interatoma construido por meio do uso do banco de dados do Pfam, desenvolgeris 0

abaixo:

#!/usr/bin/perl

#carregar médulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:

my $file = $ARGVI[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){
chomp ($linhas[$i]);

my @coluna = split ("\t", $linhas[$i]);

#print "$coluna[0]\n";

if (($coluna[0]=~/"K/)&&($coluna[2]=~/"/)){
print "$colunaf0]\;$coluna1]\;$colunal2]\;$coluna[3]\;$coluna[4]\;$colEmjal";

}

elsif (($coluna[0]=~/"/)&&($coluna2]=~/"K/)){

print "$colunaf2]\;$coluna[3]\;$coluna]0]\;$coluna[1]\;$coluna[5]\;$colual";

}

}

#fim

Nestescript pbs, foi programado a limpeza de interacdes intraespecificas e a inverséo

das interacdes na ordem bactéria-carrapato. O arquivo 1 contém os dados obtidos do interatoma
parcial para os pares de interacdo entre as sequéncias de prot&nambommatis dol.
scapulariscom o uso do Pfam. Estes pares apresentaram o potencial para interagdao conforme

0s pares de interacao proteina-proteina contendo os valores dBi doise

Psimap

Com a finalidade de preservar os pares de interacdo e os formatos de saida dos arquivos do
interatoma construido por meio do uso do banco de dados do Psimap, desenvok@ipbs o
abaixo:

#!/usr/bin/perl

#carregar médulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<%file";
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my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){

chomp ($linhas[$i]);

my @coluna = split ("\t", $linhas[$i]);

#print "$coluna0]\n";

if (($coluna[0]=~/"K/)&&($coluna[l]=~/"/))

print "$coluna[0]\;$coluna[1]\;$coluna[2]\;$coluna[3]\;$coluna[4]\n";

}

elsif (($coluna[0]=~/"I/)&&($coluna[1]=~/"K/N)}

print "$coluna[1]\;$coluna[0]\;$coluna[3]\;$coluna[2]\;$coluna[4]\n";
}

}
#fim

Nestescript pbs, foi programado a limpeza de interacdes intraespecificas e a inversao
das interacdes na ordem bactéria-carrapato. O arquivo 1 contém os dados obtidos do interatoma
parcial para os pares de interacdo entre as sequéncias de prot&namtgyommatie dol.
scapulariscom o uso do Psimap. Estes pares apresentaram o potencial para interacdo conforme

0s pares de interacdo proteina-proteina contendo os valores das distancias entre estes pares.

String

Com a finalidade de preservar os pares de interacdo e os formatos de saida dos arquivos do
interatoma construido por meio do uso do banco de dados do String, desenvolgerijs o

abaixo:

#!/usr/bin/perl

#carregar modulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:

my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){
chomp ($linhas[$i]);

my @coluna = split (*;", $linhas[$i]);

#print "$coluna[0]\n";

if (($coluna[0]=~/"K/)&&($coluna[l]=~/"/)}{
print "$coluna[0]\;$coluna[1]\;$coluna[2]\;$coluna[3]\;$coluna[4]\n";

}

elsif (($coluna[0]=~/"I/)&&($coluna[1l]=~/"K/))K

print "$coluna[1]\;$coluna[0]\;$coluna[3]\;$coluna[2]\;$coluna[4]\n";
}

}
#fim
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Nestescript pbs, foi programado a limpeza de interacfes intraespecificas e a inversdo
das interacdes na ordem bactéria-carrapato. O arquivo 1 contém os dados obtidos do interatoma
parcial para os pares de interacdo entre as sequéncias de prot&nambyommatis dol.
scapulariscom o uso do String. Estes pares apresentaram o potencial para interacdo conforme

0s pares de interacao proteina-proteina contendo os valores de confianga entre estes pares.

3.1.3 Caélculos de confianca do modelo do interatoma

Para integrar os dados de predic&o, foi realizado um céalculo de confianca (FLOREZ et)al., 2010

que assume independéncia entre os quatro métodos e é calculado de acordo com a férmula:

score combinado = 1 — 1_[(1 —R)™
ieM
Ondescore combinad@ um valor de confianca final, M é o conjunto de métodos
utilizados (Peimap, Psimap, Pfam e String), Ri é o valecdee finalpara cada interacao pelo
método i, n € o numero de interacdes preditas pelo método i. O valcor@dinal do Peimap
reflete a confiabilidade de cada método experimental para validar as interacdes proteina-
proteina, sendo previamente estimado denominada calculdiat®lidade (FLOREZ et al.,
2010). Para cada par de interagdo, este valscal@final foi obtido pela soma dos valores de
reliabilidade, caso a interacdo ocorra e seja validada experimentalmente por mais de um
método,e quando esta ocorre mais de uma vez para as mesmas proteinas, apresentando o

namero para esta frequéncia.

O valor descorefinal para cada par de interacdo proteina-proteina do Pfam é a soma da
somaentre os dois “bits scor€’ da assinatura dos dois dominios da interacdo. Para cada par de
proteina com potencial de interacéo, este valacdeefinal foi obtido pela soma dos valores
da soma entre os bgsore caso a interacao ocorra mais de uma vez para as mesmas proteinas,
apresentando o numero para esta frequéncia. O vasmodefinal para cada par de interacao
proteina-proteina do Psimapa soma do inverso da distancia entre os pares de dominios
estruturais que interagem, depositados no PDB. Para cada par de proteina com potencial de
interacdo, este valor deorefinal foi obtido pela soma dos valores do inverso da distancia
entre os pares de dominios estruturais, caso a interagdo ocorra mais de uma vez para as mesmas

proteinas, apresentando o numero para esta frequéncia.
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O valor descorefinal para cada par de interacdo proteina-proteina do String, que adota
0 uso de métodos de “base de contexto” para detectar interagdes e as relagdes funcionais entre
proteinas usando informacdo genbmica, conforme homologia para semelhanca de arvores
genealdgica € o valor de confianca. Para cada par de proteina com potencial de interacdo, este
valor descorefinal foi obtido pela soma dos valores de confianga, caso a interacdo ocorra mais

de uma vez para as mesmas proteinas, apresentando o numero para esta frequéncia.

3.1.3.1 Calculo doscore final
Peimap xScore final

Para o calculo dscorefinal atribuido aos pares de proteinas que interagem relacionados aos
pares de interacdo proteina-proteina depositados no banco de dados do Peimap, o valor de
confianca deste banco reflete a confiabilidade de cada método experimental para detectar
interacdes entre proteinas e foi previamente estimado denominada calculiabiedaee

(CHUA; SUNG; WONG, 2006). Para a determinacédo da reliabilidade dos métodos do Peimap
foi feito o uso de valores entre 0 e 1 referentes aos métodos utilizados para as validacoes
experimentais destas interacfes. Com estes valores e a deteccdo dos métodos do Peimap foi

possivel curar uma lista contendo os métodos e estes valores

Reliabilidade dos Métodos do Peimap

A confiabilidade de cada método experimental para detectar interacdes entre proteinas foi
previamente estimada sendo denominada célculdidbilidade (FLOREZ et al., 2010). Para

a determinacao destes valores foi realizado um filtro obtendo do interatoma construido com o
Peimap os métodos utilizados para as validagBes experimentais que validaram as interacdes de

proteinas preditas em trabalhos anteriores.

Deteccéo dos Métodos

Com a finalidade de preservar os métodos para cada par de interagdo obtido do arquivo do

interatoma construido, desenvolvemascopt abaixo:
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#!/usr/bin/perl

#carregar os modulos:

use warnings;

use strict;

#Realiza o carregamento do arquivo com ‘ihi@o Redundantes'
my $entrada = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<$entrada";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my %métodos = ();

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++){

my $linha = $linhas[$i];

chomp ($linha);

my @colunas = split (";", $linha);

my @methods_inter = split (/[,;]/, $colunas[4]);
for (my $m = 0; $m <= $#methods_inter; m++){
my $method = $methods_inter[$m];
if($method ne "null"){

$métodos{$method} = 1;

}

}

}

while( my( $key, $value ) = each %métodps
print "$key\n";

}

#Fim doscript

Valores de Réiabilidade

Com os valores de reliabilidade sugerido por diversos autores e com o filtro realizado para a
obtencdo dos métodos do Peimap foi possivel curar uma lista contendo os métodos e estes
valores. Com a finalidade de construir uma lista de valores de confianca para cada método,

desenvolvemos script abaixo:

#!/usr/bin/perl

#carregar modulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<$file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $filel = SARGVI[1];

open ARQUIVO,"<$filel";

my @linhasl = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $métodos;

my $reabilidade;

my $metodosi;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){
chomp ($linhas[$i]);

my @linha = split (*;", $linhas[$i]);
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for (my $j = 0; $j <= $#linhasl; $j++ ){
chomp ($linhas1[$j]);

my @linhal = $linhas1[$j];
#pega a primeira coluna
$métodos = $linha[0];
#pega a segunda coluna
$reabilidade = $linha[1];
#pega a primeira coluna
$metodosl = $linhal[0];

if ($metodosl eq $métodds
print "$linhal[0]\t$linha[1]\n";
if($metodosl ne $métodos){
print "$linhal[0]\n";

}

}

}

}
#Fim doscript

No primeiroscript perl, pudemos extrair os métodos de validacao experimental para
cada par de interacdo do interatoma parcial do Peimap. No seguipd@erl, plotamos para
cada método o valor de reliabilidade sugerido para a validacao da interacdo correspondendo
entre valores de 0 e 1 (Tabela 1

Tabela 1 Métodos de analises que comprovam a interacéo entre proteinasitiismmsmo banco de dados do

Peimap, com atribuicdo da reliabilidade para cada tipo de validag&o experimental.

Métodos experimentais Reliabilidade
2h fragment pooling 0.455904
3 hybrid method 0.265407
adenylate cyclase 0.666667
affinity chrom 0.823077
fluorescence-activated cell sorting 0.455904
fluorescence-anisotropy 0.265407
fluorescence imaging 0.5
fluorescence microscopy 0.5
fluorescence polarization spectroscopg  0.265407
in vitro 0.265407
in vivo 0.265407
ion exchange chrom 0.823077
ion exchange chromatography 0.823077
isothermal titration calorimetry 0.265407
Itc 0.265407
kinase htrf 0.666667
lambda phage 0.455904
lambda phage display 0.455904
light scattering 0.265407
light-scattering 0.265407
Mappit 0.265407
mass-spectrometry 0.265407
mass spectrometry studies of comple] 0.265407
x-ray diffraction 0.265407
yeast display 0.265407
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Na Tabela 1verificase o resumo da lista dos métodos e o valor de reliabilidade
atribuido a cada técnica para a validacao da interacao presente no banco do Pparmap. A

disto, para o calculo decorefinal desenvolvemos aripts abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=1500mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretdrio de onde foi submetsobwijt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh
ARQUIVO_PEIMAP_UNICOS=(arquivo 1a)
ARQUIVO_PEIMAP_COMPLETO=(arquivo 1b)
ARQUIVO_RELIABILIDADE=(arquivo 1c)

ARQUIVO_SAIDA=(arquivo de saida 1d)

perl scriptformula.int.peimagscorefinal.pl $ARQUIVO_PEIMAP_UNICOS
$ARQUIVO_PEIMAP_COMPLETO $ARQUIVO_RELIABILIDADE > $ARQUIVO_SAIDA
#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar os modulos:

use warnings;

use strict;

#Realiza o carregamento do arquivo com ‘inter Nao Redundantes'
my $inter_nred = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<Sinter_nred";

my @linhas_inter_nred = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#Realiza o carregamento do arquivo com ‘inter Completas com Informagé&todo’
my $inter_comp = SARGV[1];

open ARQUIVO,"<S$inter_comp";

my @linhas_inter_comp = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#Realiza o carregamento do arquivo com ‘Metodo x Valor'

my $confiabilidade = $ARGV[2];

open ARQUIVO,"<$confiabilidade";

my @linhas_confiabilidade = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#print "Lendo arquivos '$ARGV[0]', 'SARGV[1], 'SARGV[2]"\n\n";
my %confiabilidade = ();

for (my $i_conf = 0; $i_conf <= $#linhas_confiabilidade; $i_conf++){
my $linha = $linhas_confiabilidade[$i_conf];

chomp ($linha);

my @colunas = split(";",$linha);

#if ($linha =~ /(*)\s+(@*\.Ad+)/isg){

my $metodo = $colunas|0];

my $valor = $colunas[1];

$confiabilidade{$metodo} = $valor;

#print "$confiabilidade{$metodo}\n";

#}

}

# Array que contara a frequencia de cada interacdo com cada metodo
my %cont_freq_inter = ();
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my %cont score inter = ();

# Percorre interacdes sem repeticdo

for (my $i_nred = 0; $i_nred <= $#linhas_inter_nred; $i_nred++){
my $linha = $linhas_inter_nred[$i_nred];

chomp ($linha);

my @inter_nred = split (*;", $linha);

#print "$inter_nred[0],$inter_nred[1]\n";

# Inicializa o contador para cada interacédo nao redundante
$cont_freq_inter{$inter_nred[0]{S$inter_nred[1]} = O;

$cont score inter{$inter_nred[0]H{Sinter_nred[1]} = 0;

# percorre interacdes completo

for (my $i_comp = 0; $i_comp <= $#linhas_inter_comp; $i_comp++){
my $linha = $linhas_inter_comp[$i_comp];

chomp ($linha);

if (Blinha =~ /(*)\; ()N N () isg)]

my $inter_comp_coll = $1;

my $inter_comp_col2 = $2;

my $inter_comp_col5 = $5;

if(($inter_nred[0] eq $inter_comp_coll) and ($inter_nred[1] eq $ictEnp_col2)){
my @methods_inter = split (/[,;]/, $inter_comp_col5);

for (my $m = 0; $m <= $#methods_inter; $m-++){

my $method = $methods_inter[$m];

if($method ne "null"){

#print "$inter_comp_col5\n";

#print "$methods_inter[0]\n";

#print "$confiabilidade{$method}\n";
$cont_freq_inter{$inter_nred[0]{$inter_nred[1]} ++;

$cont score inter{$inter_nred[O]H{S$inter_nred[1]} += $confiabilidade{$method};
}

}

}

}

}
Print

"$inter_nred[0];$inter_nred[1];$cont_freq_inter{$inter_nred[O]K{$inter_ndg#fbcont_score inter{$in
er_nred[0]}{$inter_nred[1]}\n";
}

#Fim doscript

No script pbs, 0 arquivo 1a contém os pares de IDs das proteinas que interagean entre
bactéria da espécie. amblyommati€ o de carrapato da espétiescapularis enquantco
arquivo 1b contém o arquivo do interatoma parcial contendo os pares de IDs das proteinas que
interagem, os pares de IDs da interacdo do banco do Peimap e os métodos de validacao para
cada par de interacdo. O arquivo 1c contém os valores de reliabilidade declaradodgpara ca
método conforme sugerido por diversos autores que comprovem a interacdo entre os pares de
interacdo proteina-proteina deste banco de dados. O Arquivo de saida 1d contém os ids dos
pares de proteinas que interagem com o val@cdeefinal para cada par de interacdo. No
script perl, chamado dentro dseript pbs, foi programado para obter o célculosdorefinal

para cada par de interacdo formados entre estes organismos.
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Pfam x Score final

Para o calculo dscorefinal atribuido aos pares de proteinas que interagem relacionados aos
pares de dominios depositados no banco de dados do Pfam, adotamos o valor de confianca do
iPfam queé a soma entre os dois “bits scor& da assinatura dos dominios do Pfam do par

proteinas com potencial intera¢do. Para esta finalidade desenvolvesodpteabaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=3gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

##PBS -M (email)

#PBS -j oe

#Altera o diretério corrente para o diretdrio de onde foi submetgaioipt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

ARQUIVO_UNICOS=(arquivo 1a)
ARQUIVO_COMPLETO=(arquivo 1b)

ARQUIVO_SAIDA=(arquivo 1c)

echo "PWD="pwd™

START=%$(date +%s)

perlscriptformula.pfamscorefinal.pl $ARQUIVO_UNICOS $ARQUIVO_COMPLETO >
$ARQUIVO_SAIDA

END=$(date +%s)

DIFF=$(( $END - $START))

echo "It took $DIFF seconds"

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar os modulos:

use warnings;

use strict;

#Realiza o carregamento do arquivo com ‘inter Nao Redundantes'
my $inter_nred = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<Sinter_nred";

my @linhas_inter_nred = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#Realiza o carregamento do arquivo com ‘inter Completas com Informagéetattio’
my $inter_comp = SARGV[1];

open ARQUIVO,"<$inter_comp";

my @linhas_inter_comp = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#print "Lendo arquivos '$ARGVI[0]', 'SARGV[1]'\n\n";

# Array que contara a frequencia de cada interagdo com cada metodo
my %cont_freq_inter = ();

my %sum bit score inter = ();

my @inter_nred = [];

#my $min_dist_global = $inf;

# Percorre interacdes sem repeticdo

for (my $i = 0; $i <= $#linhas_inter_nred; $i++){

my $linha = $linhas_inter_nred[$i];

chomp ($linha);

@inter_nred = split (";", $linha);
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# Inicializa o contador para cada interagdo ndo redundante
$cont_freq_inter{Sinter_nred[O]K{$inter_nred[1]} = 0;

$sum bit score inter{$inter_nred[O]H{$inter_nred[1]} = O;

}

# percorre interacdes completo

for (my $j = 0; $j <= $#linhas_inter_comp; $j++){

my $linha = $linhas_inter_comp[$j];

chomp ($linha);

if (Blinha =~ /(X)) CN NN () isg){

my $inter_1 = $1;

my $bit score 1 =$2;

my $inter_2 = $3;

my $bit score 2 = $4;

#print ("inter_1 = $inter_1hit score 1 = $it score 1, inter_2 = $inter_2it score 2 =
$bit score An");

$sum bit score inter{$inter_1}{$inter_2} += (it score 1 + it score 2);
$cont_freq_inter{$inter_1H{$inter_2} ++;

}

}

for (my $i = 0; $i <= $#linhas_inter_nred; $i++){

my $linha = $linhas_inter_nred[$i];

chomp ($linha);

@inter_nred = split (";", $linha);
print"$inter_nred[0];$inter_nred[1];$cont_freq_inter{$inter_nred[0]}{$intered[1]};$sum bit score_
nter{$inter_nred[0]}{$inter_nred[1]}\n";

}
#Fim doscript

No script pbs, 0 arquivo 1a contém os pares de IDs das proteinas que interagem entre
bactéria da espécie. amblyommati€ o de carrapato da espétiescapularis enquantco
arquivo 1b contém o arquivo do interatoma parcial contendo os pares de IDs das proteinas que
interagem, os pares de IDs da interacdo do banco do Pfam e os valores dosclmiegata
cada par de interacdo. O Arquivo de saida 1c contém os ids dos pares de proteinas quoe interage
com o valor descorefinal para cada par de interacdo. $¢oipt perl, chamado dentro deript
pbs, foi programado para obter o célculosdorefinal para cada par de interagdo formados

entre estes organismos.

Psimap xScore final

Para o calculo decorefinal atribuido aos pares de proteinas que interagem relacionados aos
pares de dominios depositados no banco de dados do Psimap, adotamos o valor de confianca
do PSIMAP que é o inverso da distancia entre os pares de dominios estruturais que estao
interagindo no PDB. Para esta finalidade desenvolvemssripds abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)
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#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=3gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

##PBS -M (email)

#PBS -j oe

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsdijpt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

ARQUIVO_UNICOS=(arquivo 1a)
ARQUIVO_COMPLETO=(arquivo 1b)
ARQUIVO_SAIDA=saida_(arquivo de saida 1c)

echo "PWD="pwd™

START=$(date +%s)

perlscriptformula.psimapscorefinal.pl $ARQUIVO_UNICOS $ARQUIVO_COMPLETO >
$ARQUIVO_SAIDA

END=$(date +%s)

DIFF=$(( $END - $START))

echo "It took $DIFF seconds"

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar os modulos:

use warnings;

use strict;

#Realiza o carregamento do arquivo com ‘inter Nao Redundantes'
my $inter_nred = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<Sinter_nred";

my @linhas_inter_nred = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#Realiza o carregamento do arquivo com ‘inter Completas com Informagéetatto’
my $inter_comp = $SARGV[1];

open ARQUIVO,"<$inter_comp";

my @linhas_inter_comp = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#print "Lendo arquivos '$ARGVI[0]', 'SARGV[1]'\n\n";

# Array que contara a frequencia de cada interagdo com cada metodo
my %cont_freq_inter = ();

my %min_dist_inter = ();

my $inf = 9**9**Q;

my @inter_nred = [];

my $min_dist_global = $inf;

# Percorre interacdes sem repeticdo

for (my $i = 0; $i <= $#linhas_inter_nred; $i++){

my $linha = $linhas_inter_nred[$i];

chomp ($linha);

@inter_nred = split (*;", $linha);

# Inicializa o contador para cada interagdo néo redundante
$cont_freq_inter{$inter_nred[O]K{$inter_nred[1]} = O;
$min_dist_inter{$inter_nred[0]}{$inter_nred[1]} = $inf;

}

# percorre interacdes completo

for (my $j = 0; $j <= $#linhas_inter_comp; $j¥+

my $linha = $linhas_inter_comp[$j];

chomp ($linha);

if ($linha =~ /()\;(F)\; NN () isgi

my S$inter_1 = $1;

my S$inter_2 = $2;

my $dist_inter = $5;

if (($dist_inter < $min_dist_global) && $dist_inter != 0}
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$min_dist_global = $dist_inter;

}

if($dist_inter < $min_dist_inter{$inter_1HS$inter 2}){
$min_dist_inter{$inter_1H{S$inter_2} = $dist_inter;

}

$cont_freq_inter{Sinter_1}{Sinter_2} ++;

}

}

#foreach $inter_A(@item){

for (my $i = 0; $i <= $#linhas_inter_nred; $i++){

my $linha = $linhas_inter_nred[$i];

chomp ($linha);

@inter_nred = split (";", $linha);

my $dist_inter = $min_dist_inter{$inter_nred[0]K{$inter_nred[1]};
my $inverse_min_dist_inter 4 ;-

if ($dist_inter == 0){

$inverse_min_dist_inter = (1/$min_dist_global) + 1.0;
#print "inverse_min_dist_inter = $inverse_min_dist_inter\n";
telse{

$inverse_min_dist_inter = (1/$dist_inter);

}

print
"$inter_nred[0];$inter_nred[1];$cont_freq_inter{$inter_nred[O]{$inter_ndgdfpmin_dist_inter{$inte
nred[0]}{$inter_nred[1]};$inverse_min_dist_inter\n";

}
#print "min_dist_global = $min_dist_global\n";
#Fim doscript

No script pbs, 0 arquivo 1a contém os pares de IDs das proteinas que interagem entre
bactéria da espécie. amblyommati€ o de carrapato da espétiescapularis enquantco
arquivo 1b contém o arquivo do interatoma parcial contendo os pares de IDs das proteinas que
interagem, os pares de IDs da interacdo do banco do Psimap e os valores das datancias p
cada par de interacdo. O Arquivo de saida 1c contém os ids dos pares de proteinas quoe interage
com o valor descorefinal para cada par de interacao. $¢oipt perl, chamado dentro deript
pbs, foi programado para obter o célculosdorefinal para cada par de interacdo formados

entre estes organismos.

String x Score final

Para o calculo dscorefinal atribuido aos pares de proteinas que interagem relacionados aos
pares de dominios depositados no banco de dados do String, adotamos a soma da confianca
para um mesmo par de interacdo e a soma da frequérstea G@em esta finalidade
desenvolvemos ascripts abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serdo utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)
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#PBS } nodes=1:ppn=1,mem=1500mb

#PBS -m ae

#mensagem serd enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsdijpt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh
ARQUIVO_STRING_UNICOS=(arquivo 1a)
ARQUIVO_STRING_COMPLETO=(arquivo 1b)
ARQUIVO_SAIDA=(arquivo 1c)

perl scriptformula.stringscorefinal.pl $ARQUIVO_STRING_UNICOS
$ARQUIVO_STRING_COMPLETO > $ARQUIVO_SAIDA

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar os modulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:

#arquivo sem redundancia "saida.ambly.int.n.red.string"
my $file = SARGVI[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#arquivo completo "saida.ambly.int.string"

my $filel = $SARGVI1];

open ARQUIVO,"<$filel";

my @linhasl = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $cont_freq_inter = 0;

my $cont score inter = 0;

#Percorre interacdo n.red

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i = $i + 1){ #analisa cada linha do argsér redundancia
chomp ($linhas[$i]);

$cont_freq_inter = 0;

$cont score inter = 0;

#Percorre interacdo completo

for (my $t = 0; $t <= $#linhasl; $t = $t + 1){ #analisa cada linha do asqudnpleto
chomp ($linhas1[$t]);

if ($linhas1[$t]=~/"$linhas[$i]/){

$cont_freq_inter++;

#print "$linhas1[$t]\n";

my @colunas = split (*;", $linhas1[$t]);

$cont score inter = $contscore inter + $colunas[4];

}

print "$linhas[$i]\;$cont_freq_inter\;$cordcore inter\n";

}
#Fim doscript

No script pbs, 0 arquivo 1a contém os pares de IDs das proteinas que interagean entre
bactéria da espécie. amblyommati® o de carrapato da espétiescapularis enquanto
arquivo 1b contém o arquivo do interatoma parcial contendo os pares de IDs das proteinas que
interagem, os pares de IDs da interacao do banco do String e os valores de confimagkpara

par de interagdo. O Arquivo de saida 1c contém os ids dos pares de proteinas que interagem
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com o valor descorefinal para cada par de interacdo. $¢oipt perl, chamado dentro daript
pbs, foi programado para obter o célculosdorefinal para cada par de interagdo formados

entre estes organismos.

3.1.3.2 Calculo doscore combinado

Para o célculo dscore combinado, tem-se a formula do interatoma atribuindo o valor de
confianca final, com a combinacao dos valoressdosss finais de cada par de interacao entre
as proteinas dB. amblyommatis dol. scapularispor banco do interatoma avaliado (Figura
8).
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Figura 8 Fluxograma para o tratamento dos interatomas parciais e obtencdo do mtetatespecifico entre as
proteinas deR. amblyommati® |. scapularis Destaque para o célculo doore combinado para cada par de
interacdo combinando @sores finais por interatoma parcial em cada banco.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 8, verificaseos passos realizados para a analissedoecombinado. O valor
de confianca final foi combinando e normalizado gerando valores entre 0 e 1. Interacdes
preditas foram consideradas de alta confiabilidade para valores de confianga combinada acima
de 0,7 [146].
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Normalizacao doscore final

Para cada par de interac&o obtidos com o uso dos quatro banco de dados, ceatefidal
foi normalizado, gerando valores entre 0 e 1. Com esta finalidade desenvolvesoapt®s

abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=1gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretdrio corrente para o diretdrio de onde foi submetsobwijt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

INPUT_FILE_1=(arquivo 1a).peimgcorefinal
INPUT_FILE_2=(arquivo 1b).psimpcorefinal
INPUT_FILE_3=(arquivo 1c).pfaracorefinal

INPUT_FILE_4=(arquivo 1d).stringcorefinal
OUTPUT_FILE_1="${INPUT_FILE_1}.normal"
OUTPUT_FILE_2="${INPUT_FILE_2}.normal"
OUTPUT_FILE_3="${INPUT_FILE_3}.normal"
OUTPUT_FILE_4="${INPUT_FILE_4}.normal"
perlscriptnormalscorepl ${INPUT_FILE_1}.txt > ${OUTPUT_FILE_1}
mv -v ${OUTPUT_FILE_1}.

perlscriptnormalscorepl ${INPUT_FILE_2}.txt > ${OUTPUT_FILE_2}
mv -v ${OUTPUT_FILE_2}.

perl scriptnormalscorepl ${INPUT_FILE_3}.txt > ${OUTPUT_FILE_3}
mv-v ${OUTPUT_FILE_3}.

perl scriptnormalscorepl ${INPUT_FILE_4}.txt > ${OUTPUT_FILE_4}
mv-v ${OUTPUT_FILE_4}.

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar modulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $id1;# proteina 1

my $id2;# proteina 2

my $frequencia;

my $score

#my $normal = $core/ $maiorvalor;
my $inf = 9**9**9;

my $maior = -1*$inf;

#identifica 0 maioscore

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){
chomp ($linhas[$i]);

my @colunas = split (/[\s+;]/, $linhas[$i]);
#pega a quarta primeira coluna
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$score= $colunas[3];
if ($score> $maior){
$maior = Score

}

}

#Calcula oscorecorrigido

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){
chomp ($linhas[$i]);

my @colunas = split (/[\s+;]/, $linhas[$i]);
#pega a primeira coluna

$id1 = $colunasi0];

#pega a segunda coluna

$id2 = $colunasl[1];

#pega a terceira coluna

$frequencia = $colunas[2];

#pega a quarta primeira coluna

$score= $colunas(3];

my $score corrigido = $coré$maior;

print "$id1;$id2;$frequenciaskore corrigido\n”;

}
#Fim doscript

No script pbs, os arquivos la-d contém os pares Unicos dos IDs das sequéncias de
proteinas que interagem entre a bactéria da esRéaimblyommatie o carrapato da espécie
I. scapularis contendo os valores da frequéncia da interacacseatefinal, conforme obtido
com o0 uso de cada banco de dados do interatoma, sendo o Peimap, Pfam, Psimap e String,
respectivamente. Necript perl, chamado dentro daript pbs, foi programado a normalizacao
do scorefinal. Esta formula tem por base, o valor da divisdo enseoefinal calculado para
o par de interacdo formado entre as proteinas destes organismos, sendo dividido pelo valor do

maiorscorefinal observado, em cada um dos quatro bancos do interatoma adotados.

Combinacao doscore final

Logo em seguida a normalizacdo dos valorescdeefinal, foi realizado a combinacdo destes
dados gerando um valor deorecombinado para cada par de interacdo. Apds, o célculo do
scorecombinado para estes pares de interacdo preditos entre as prot&namté/ommatis

e do |. scapularis foram consideradas de alta confiabilidade para valores de confianca

combinada (cutoff) >= 0,7. Para esta finalidade desenvolvemagbabaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=500mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)



#Altera o diretério corrente para o diretdrio de onde foi submetsobwijt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

INPUT_FILE_1=(arquivo 1a).pfaracorefinal.normal
INPUT_FILE_2=(arquivo 1b).stringeorefinal.normal
INPUT_FILE_3=(arquivo 1c) peimageorefinal.normal
INPUT_FILE_4=(arquivo 1d).psimagcorefinal.normal
OUTPUT_FILE="(arquivo de saida 1le)"
perlscriptscorecombinado.pl ${INPUT_FILE_1} ${INPUT_FILE_2} ${INPUT_FILE_3}
${INPUT_FILE_4} > ${OUTPUT_FILE}

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar médulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:

my %freq_interacao_banco = ();

my %score interacao_banco = ();

my %interacoes_unicas = ();

#Contabilizar a frequenciaseorede cada banco
for (my $i = 0; $i <= $#ARGV; $i++ )}

my $banco = $ARGV[$i];

#print "Lendo banco '$SARGV[$i]'\n";

open ARQUIVO,"<$ARGVISI]";

my @linhas_banco = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

for (my $j = 0; $j <= $#linhas_banco; $j++){
chomp ($linhas_banco[$j]);

my @colunas = split (/;/, $linhas_banco[$j]);
my $id1 = $colunas[O0];

my $id2 = $colunas[1];

my $freq = $colunas[2];

my $score= $colunas[3];

my $inter = "$id1;$id2";
$freq_interacao_banco{$inter}{$banco}=%freq;
$score interacao_banco{$inter}{$banco}=sBore
$interacoes_unicas{$inter} = 1;#qualquer valor. Apenas para registro

}

}

print "ID1;ID2;SCORE COMBINADO;";

for (my $i = 0; $i <= $#ARGV; $i++ {

print "SARGV[$i]";

if ($i <= ($#ARGV - 1)){

print ";";

}

}

print "\n";

#Para cada interacdo ndo redundante

while( my( $inter, $value ) = each %interacoes_unicas ){
my $score combinado_inter = 1;

my %inter_ocorreu_banco = ();

for (my $i = 0; $i <= $#ARGV; $i++ )}

my $banco = SARGV[$i];

my $score= $score interacao_banco{$inter}{$banco};
my $freq = $freq_interacao_banco{$inter}{$hanco};
my $score calc_inter;

if($scoref

90



91

$score calc_inter = (1 - $cor@**($freq);
$inter_ocorreu_banco{$bhanco} = 1;
telse{

$score calc_inter = 1;
$inter_ocorreu_banco{$bhanco} = 0;

}

$score combinado_inter = gkore combinado_inter * §core calc_inter);
}

$score combinado_inter = (1 -sore combinado_inter);
#Gera a saida

print "$inter;$&core_combinado_inter;";

for (my $i = 0; $i <= $#ARGV; $i++ )}

my $banco = $ARGV[$il;

print "$inter_ocorreu_banco{$ARGVI[$i]}";
if ($i <= ($#ARGV - 1)){

print ";";

}

}

print "\n";

}

#Fim doscript

No script pbs, os arquivos la-d contém os pares Unicos dos IDs das sequéncias de
proteinas que interagem entre a bactéria da esRéaimblyommatie o carrapato da espécie
I. scapularis contendo os valores da frequéncia da interacédo scate final normalizado,
obtidos com o uso de banco de dados do interatoma, sendo o Peimap, Pfam, Psimap e String,
respectivamente. Nscript perl, chamado dentro dwript pbs, foi programado a combinacao
do score final normalizado. Esta férmula tem por base, o célculo de confianca final do
interatoma construido para cada par de proteinas que interagem. Apés, o cakeooedo
combinado para cada par de interacdo predito entre as proteiRasudlyommatie dol.
scapularisforam consideradas de alta confiabilidade aqueles pares que obtiveram valores de

scorecombinado com (cutoff) >= 0,7. Para esta finalidade desenvolvensosiuts abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=1gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsbwijot
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

INPUT_FILE="(arquivo 1)score combinado"
OUTPUT_FILE="${INPUT_FILE}-4col"
perlscriptscorecutoff.frequencia.pl ${INPUT_FILE}.csv > ${OUTPUT_FILE}
cat ${OUTPUT_FILE} | sort > ${OUTPUT_FILE}-cutoff.frequencia.csv
echo "Removendo arquivo '${OUTPUT_FILE}"

rm -v ${OUTPUT_FILE}

#Fim doscript
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#!/usr/bin/perl

#carregar médulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGVI[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $id1;

my $id2;

my $score normal;

my $pfam;

my $peimap;

my $psimap;

my $string;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; Si++ ){
chomp ($linhas[$i]);

my @coluna = split (*;", $linhas[$i]);
#pega a primeira coluna

$id1 = $coluna[0];

#pega a segunda coluna

$id2 = $coluna[1];

#pega a terceira coluna

$score normal = $coluna[2];

#pega a quarta coluna

$pfam = $coluna[3];

#pega a quinta coluna

$peimap = $colunal4];

#pega a sexta coluna

$psimap = $coluna[5];

#pega a “setima coluna

$string = $colunal6];

if ($score normal >= 0.7){

print "$coluna[3]\;$coluna[4]\;$coluna[5]\;$coluna[6]\n";
}

}
#Fim doscript

No script pbs, 0 arquivo 1 contém uma lista dos IDs para os pares de interacao entre as
proteinas com os valores d@ggore combinado e a distribuicdo binomial da ocorréncia da
interacdo por banco do interatoma. Blaript perl, chamado dentro dscript pbs, temos
programado o corte de confianga parscore combinado sendo significativas as interacdes

entre as proteinas @& amblyommatis ol. scapularisapresentando o valor de cutoff >=0,7.

3.2 ldentificacdo de potenciais proteinas de membrana

Visando a construcéo do interatoma entre as proteinas de membRnandalyommatigue

interagem com as proteinas ldecapularis foram avaliadas todas as sequéncias de proteinas



93

da bactéria provenientes do genoma fazendo o uso de cinco apdiSagivdP 4.1, Tmhmm
2.0c, LipopB 1.0a, Psortb 3.0.4 e Phobius 1.01 para a predicdo de proteinas secretadas,
excretadas e/ou de superficie podendo ter sua sub-localizacao descrita (Figura 9)

Figura 9 Fluxograma das analises de predicdo para as proteinas de membrana provegembesadda
espécieR. amblyommatjsendo estas mesmas preditas como secretadas, excretadas e / ou de superficie.
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Fonte: Autor deste trabalho

Na Figura 9verifica-seo resumo dos passos realizados para as analises de predi¢do de
proteinas de membrana & amblyommatisom o uso destes aplicativos, e conforme a

utilidade de cada método, com destaque para os parametros utilizados.
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SignalP

Com o aplicativo O SignalP 4.1Ittp://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-3.(PETERSEN et

al., 2011), que adota uma combinacao de diferentes redes neurais, predizemos a presenca do

peptideo sinal na regido amino terminal e sua localizagdo no sitio de clivagem que medeia a
translocacdo de uma proteina do citoplasma para a membrana. O uso das redes neurais no
SignalP 4.1, produzem trés pontuacdes de saida para cada posi¢cao na sequéncia,de entrada
onde temos: (i) scoreC, que se refere ao valor de pontuacao bruta do sitio de clivagem, (ii) o
scoreS, que se refere ao valor de pontuacdo do peptideo sinal es¢id)e), que se refere a
pontuacdo combinada do sitio de clivagem.

No arquivo de saida das redes neurais o0 paramesandeC tem a funcéo de distinguir
os locais de clivagem de peptideos sinal de todo os demais, possuindo um valor alto num
posi¢ao apos o local do sitio de clivagem localizada no primeiro residuo na proteina madura. O
parametro decoreStem a funcdo de distinguir as posicdes de peptideos sinal de posi¢cdes sem
peptideos sinal na parte madura das proteinas. O parametrordd tem a funcdo de uma
combinacdo (média geométrica) do parametrsadoeC e a inclinacdo do parametro skwre

S, o0 que garante uma melhor predi¢édo do sitio de clivagem do que ageaes®bruto.

No entanto, varias pontuacdesstoreC com alto pico podem ser encontradas em uma
sequéncia, onde apenas uma indica o verdadeiro local do sitio de clivagmareXDdistingue
os picos dscoreC escolhendo aquele em que a inclinacasodoeS € ingreme. A pontuacao
média doscore S para o possivel peptideo sinal ocorre da posicdo 1 para a posicdo
imediatamente antes da pontuacdo maximscdeeY. O scoreD (escorede discriminacaog
uma média ponderada da médiasbore S e da maxima pontuacéo dooreY. Esta é a

pontuacdo usada para discriminar peptideos sinal de peptideos nao-sinal.

Para as proteinas ndo secretoras, todas as pontuacdes representadas na saida do SignalP
4.1 sao idealmente baixa&spréximas ao valor negativo de 0,1. Para mais informagdes
instrucbes a respeito do uso deste aplicativo, seu tutorial pode ser acessado

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/instructions) pNpste sentido, com a finalidade

de predizermos as sequéncias de proteinas de membm@namdblyommatipara o uso deste

aplicativo desenvolvemosseript abaixo:
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#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=4,mem=200mb

#PBS -m a

#mensagem sera enviada: a abort; b begin; e end

#PBS -M (email)

#Altera o diretdrio corrente para o diretdrio de onde foi submetsabwijt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o médulo

module load signalp/4.1

signalp -f short -t gram- (arquivo 1a) > (arquivo 1b)
INPUT_FILE=(arquivo 1b)

OUTPUT_FILE="${INPUT_FILE} id"

cat ${INPUT_FILE} | awk {if($10=="Y")print$1} > ${OUTPUT_FILE}
#Fim doscript

Nestescript pbs, o arquivo la contém as sequéncias de proteinas provenientes do
genoma deR. amblyommatis submetidas a analise de proteinas de membrana através do
software Signalp 4.1. O arquivo 1b final contém os IDs de identificacéo referentes as sequéncias
de proteinas de membrana, obtidas por meio dos parametresodoY, apresentando
caracteristicas de proteinas de membranas com a presenca do peptideo sinal na regido amino
terminal e sua localizac&o do sitio de clivagem que media a translocacdo de uma proteina do

citoplasma para a membrana.

TMHMM

Com o aplicatvo TMHMM 2.0 Http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMNM/
(SONNHAMMER; KROGH, 1998), utilizando um modelo oculto de Markov (KROGH et al.,
1994), identificamos potenciais hélices transmembrana em sequéncias proteicas. No arquivo de

saida, uma linha é produzida para cada proteina sem graficos. Cada linha comeca com o
identificador de sequéncia e, em seguida, 0s seguintes parar(igtfles) que se refereoa
tamanho do comprimento da sequéncia de proteinas; (ii) (ExpAA), que se refere ao numero
esperado de hélices transmembranas de aminoacidos; (iii) (First60), que se refere ao niumero
esperado de aminoacidos nas hélices transmembranas para os primeiros 60 aminoacidos da
sequéncia da proteina; (iv) (PredHel), que se refere ao numero de hélices transmembranas

preditas por N-best, e (v) (Topologia), que se refere a topologia predita pelo N-best.

A topologia é dada como a posicao das hélices transmembranas separadas por 'I' se 0
laco “loop” estiver do lado de dentro ou ‘0" se estiver do lado de fora. O exemplo 'i7-29044-
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66i87-1090' significa que ele comeca por dentro, tem uma TMHtggeths posicdes 7 a 29,

do lado de fora e depois uma TMH na posicao 44-66 etc. Os segmentos de TM preditos na
regido n-terminal, em algum momento, acabam sendo peptideos sinal. Um dos erros mais
comuns do programa é reverter a direcao das proteinas em segmento da TM, ndo sendo util para

predizer se uma proteina ndo é de transmembrana, sendo citoplasmatica ou néo.

Para mais informacdes e instrucdes a respeito do uso deste aplicativo, o tutorial pode
ser acessado ndink (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/TMHMMZ2.0b.quide.php)

Neste sentido, com a finalidade de predizermos as sequéncias de proteinas de merRbrana de

amblyommatipara o uso deste aplicativo desenvolvemssript abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=200mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a abort; b begin; e end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretdrio de onde foi submetgoboipot
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de mdédulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o médulo

module load tmhmm/2.0c

tmhmme--short (arquivo 1a) > (arquivo 1b)

INPUT_FILE_a=(arquivo 1a)
OUTPUT_FILE_a="${INPUT_FILE_a} id"

cat ${INPUT_FILE_a} | awk -F "\t" {if($5!="PredHel=0")print$1}' > ${OUTPUT_FILE_a}
#Fim doscript

Nestescript pbs, o arquivo la contém as sequéncias de proteinas provenientes do
genoma deR. amblyommatis submetidas a analise de proteinas de membrana através do
aplicativo Tmhmm 2.0c. O arquivo 1b final contém os ids de identificacdo referentes as
sequéncias de proteinas de membrana, obtidas por meio do parametro PredHel=0, que se refere
ao numero de hélices transmembranas preditas\gmest apresentando caracteristicas de

potenciais hélices transmembrana.

LipoP

Com o aplicativo LipoP 1.0&ftp://www.cbs.dtu.dk/services/Lipof0UNCKER et al., 2003)

que adotada o modelo oculto de Markov, foram preditas a presenca de lipoproteinas e peptideos

para bactéria Gram-negativa3.aplicativo LipoP 1.0 prediz a presenca de lipoproteinas e



97

discrimina entre peptideos sinal de lipoproteina, de outros peptideos sinal e hélices de

membrana n-terminal em bactérias Gram-negativas.

Na primeira linha do arquivo de saida, como exemplo, tem-se o ID da proteina
ANIA_NEIGO, Spllscore= 29.6052, margem = 11.2327, clivagem = 18-19 e Pos +2a G é
melhor predigdo para uma lipoproteina com um local de clivagem entre 0 aminoacid® 18 e 1
e 0 aminoacido G (glicina) na posicdo +2 apés o local de clivagemargNivo de saida a
segunda linha fornece o valor de corte adotado, no exemplo tem-se o Corte = -3. As colunas
contém: (i) o ID de identificacdo da sequéncia; (ii) o tipo de predicdo, sendo que o (Best means)
significa a classe de pontuagdo mais alta, (Margin) indica a diferenga entre os dois melhores
score (Class) classifica scorede outras classes e as linhas de sinal nas sequéncias de proteinas

gue contém sitios de clivagemegitos.

Outros tipos de recursos, como (iii) a localizacdo na sequéncia para linhas com uma
predicdo de classe, é sempre 1. Para os sitios de clivagem, é o ultimo amino&cido do peptideo
sinal em relacé@o ao sitio de clivagem predito. A localizac¢éo indica o primeiro aminoacido apos
o sitio de clivagem; (iv) cScorg para (Margn), € a diferenca entre os dois mebtrgscoreda
classe. Para os locais de clivagem, o contexto £ 5 € mostrado ap0s o #, e para os locais de
clivagem de lipoproteinas, o0 aminoécido na posicdo +2 é mostrado o que pode determinar se a

lipoproteina esté ligada a membrana interna ou externa.

As quatro classes saoeditas como: Spl o peptideo sinal (peptidase sinal 1), 8pll:
peptideo sinal@lipoproteina (peptidase sinal Il), TM&hélice transmembrana n-terminal. No
entanto, essa nao é uma predicdo muito confiavel e deve ser testada. Esta parte do modelo existe
principalmente para evitar que as hélices das membranas sejam falsamente preditas como
peptideos sinal. Por dltimo, CYT citoplasmatico, significando apenas todo o resto, apresentando
sempre uma mesma pontuacao. Estes sinais sao preditos como Cleavl, indicando os locais de
clivagem para (sinal peptidase 1); e Cleavll indicando, os locais de clivagem para (sinal

peptidase II).

Interpretando o arquivo de saida, este demonstra opaegem (Margin), € a diferenca
entre os dois melhorasoreda predi¢do, correlacionando-se com o niumero de peptideos sinal
falsamente preditos. Para mais informagdes e instrucdes a respeito do uso deste aplicativo, o

tutorial pode ser acessadolimix (http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP/LipoP1.0server.html
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Neste sentido, com a finalidade de predizermos as sequéncias de proteinas de merRbrana de
amblyommatipara o uso deste aplicativo desenvolvemssript abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do Job)

#PBS -l nodes=1:ppn=2,mem=100mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a abort; b begin; e end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsdijpt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o modulo

module load lipop/1.0a

LipoP (arquivo l1a) > (arquivo 1b)

INPUT_FILE_a=(arquivo 1b)
OUTPUT_FILE_a="${INPUT_FILE_a}_id"

cat ${INPUT_FILE_a} | grep 'margin' | grep 'KJV' | awk {print $2}' > ${OUTPUT_Ella}
#Fim doscript

Nestescript pbs, o arquivo la contém as sequéncias de proteinas provenientes do
genoma deR. amblyommatis submetidas a analise de proteinas de membrana através do
software Lipop 1.0a. O arquivo 1b final contém os IDs de identificacdo referentes as sequéncias
de proteinas de membrana obtidas pelo parametro (Margin), que indica a diferenca entre os dois
melhoresscore com caracteristicas de lipoproteinas e possiveis peptideos para bactéria Gram

negativas.

Psort

Com o aplicativo Psortb 3.0.4t{ps://www.psort.org/psorth/que adota o método de McGeoch
(MCGEOCH, 1985) modificado (NAKAI;, KANEHISA, 1991, 1996), predizemos a sub-

localizac&o celular de proteinas por meio da presenca das sequéncias sinalizadoras augerindo

regido carregada positivamente N-terminal (N- regidayegido central hidrofébica (regido
H).

No arquivo de saida encontram-se delimitado por tabula¢des (formato conciso), o ID
das sequéncias de proteinas, uma em cada linha, com 3 colunas: (i) Seqgld contém as
informacgdes da linha de definicdo de arquivo FASTAg(idcalizacdo contém a predicao final
do dtio de localizacdo ou desconhecido, ndo sendo um sitio com pontuagdo acima de 7,5 e

scorecontém o valor de confianga associado a éstede localizacdo. Para mais informacdes
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e instrucoes a respeito do uso deste aplicativo, o tutorial pode ser acessédk no

(https://www.psort.org/documentation/index.html#u3ing

Neste sentido, com a finalidade de predizermos as sequéncias de proteinas de membrana

deR. amblyommatipara o uso deste aplicativo desenvolvemssript abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job

#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=200mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a abort; b begin; e end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretdrio de onde foi submetsobwijt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o médulo

module load psortb/3.0.4

psort p -o terse (arquivo 1a) > (arquivo 1b)

INPUT_FILE_a=s(arquivo 1b)

OUTPUT _FILE_a="${INPUT_FILE_a} id"

cat ${INPUT_FILE_a} | grep 'CytoplasmicMembrane' | awk -F " " {print$1}' > ${OUTPUT_FlAE
cat ${INPUT_FILE_a} | grep 'Extracellular' | awk -F " " {print$1} >> ${OUTPUT_FILE_a}
#Fim doscript

Nestescript pbs, o arquivo 1a contém as sequéncias de aminoacidos das proteinas em
formato Fasta provenientes do genom&demblyommatissubmetidas a analise de proteinas
de membrana através do software Psortb 3.0.4. O arquivo 1b final contém os IDs de
identificacdo referentes as sequéncias de proteinas de membrana obtidas por meio dos
parametroLytoplasmicMembrane Extracellular, apresentando caracteristicas de proteinas
de membranas citoplasmaticas e extracelulares, com a sub-localizacdo celular havendo a
presenca de sequéncias sinalizadoras sugerindo a regido carregada positivamente N-terminal

(N- regido) e a regido central hidrofébica (regido H).

Phobius

Com o aplicativo Phobius 1.0ht{p://phobius.sbc.su.9eque adota o modelo oculto de

Markov, predizemos uma topologia de proteina transmembrana combinadgreditor de
peptideo sinal numa série de estados interligados (KALL; KROGH; SONNHAMMER, 2004).

O aplicativo Phobius 1.01 fornece como arquivo de saida uma lista da localizagc&o das hélices
transmembranas preditas, a localizacdo predita das regides intermediarias de loop e o peptideo

sinal.
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A predicdo fornece a localizacdo e orientacdo mais provaveis das hélices
transmembranas na sequéncia por meio de um algoritmo chadviaektou 1-bestque € a
soma de todos os caminhos através do modelo com a mesma localizacdo e direcédo das hélices
preditas. Através do grafico das probabilidades posteriores de peptideo citoplasmatico, nao
citoplasmatico, hélice TM e peptideo sinal. Pedeer possiveis hélices TM fracas que nao
foram predas, e podemos ter uma ideia da certeza de cada segmento na predicao.

No arquivo de saida no formato curto, uma linha € produzida para cada proteina sem
gréficos. Cada linha comeca com o ID da sequéncia e, em seguida, 0s seguintes caipos: (i)
contém o numero de segmentos transmembranas predit& ¢onhtém os indicadesY / N
se um peptideo sinal foi predito ou ndo, e (iii) a Predi¢cdo que contém a topologia predita para a

sequéncia da proteina

A topologia é dada como a posicdo das hélices transmembranas separadas por 'i' se 0
laco “loop” estiver do lado citoplasmatico ou '0' se estiver no lado ndo citoplasmatico. Um
peptideo sinal é dado pela posicdo de sua regido h separada por um e ac, e pela posi¢ao do
altimo aminoacido no peptideo sinal e o primeiro da proteina madura separado por um /. No
exemplo, n4-19c24 /| 250219-238i250-2690281-302i322-3420372-391i422-4390451-476i
significa que se prevé que a proteina contenha um peptideo de sinal com uma regido h entre a
posicdo 4 e 19 que é clivada entre a posicdo 24 e 25. E seguida por uma alga néo citoplasmatica

e um segmento da TM entre as posi¢des 219 e 238, que € seguida por uma alca citoplasmatica.

Para mais informacdes e instrucfes a respeito do uso deste aplicativo, o tutorial pode

ser acessado ok (http://phobius.sbc.su.se/instructions.HtNleste sentido, com a finalidade

de predizermos as sequéncias de proteinas de membm@namdblyommatipara o uso deste

aplicativo desenvolvemossaript abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=2,mem=100mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a abort; b begin; e end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsdijpt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o0 médulo

module load phobius/1.01

phobius -short (arquivo 1a) > (arquivo 1b)

INPUT_FILE_a=(arquivo 1b)
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OUTPUT_FILE_a="${INPUT_FILE_a} id"
cat ${INPUT_FILE_a} | grep 'KJIV' | awk Yif ($2>0]|$3=Y) print $1}' > ${OBUT_FILE_a}
#Fim doscript

Nestescript pbs, o arquivo la contém as sequéncias de proteinas provenientes do
genoma deR. amblyommatis submetidas a analise de proteinas de membrana através do
aplicativo Phobius 1.01. O arquivo 1b final contém os IDs referentes as sequéncias de proteinas
de membrana, obtidas por meio dos paramédiMs0, que contém o numero de segmentos
transmembranas preditos eSB=Y, indicandoY (YES) se um peptideo sinal foi preditoHu
(NO), caso ndo o seja, com caracteristicas de topologia de proteina transmembrana combinada
a um preditor de peptideo sinal.

3.2.1 Integracao das proteinas de membrana

As proteinas preditas de membrand&damblyommatiatilizando dos cinco aplicativos foram
integradas e organizadas em arquivo Unico, contendo somente os IDs de identificacdo e sem
repeticdo destes. Neste sentido, com a finalidade de integrarmos as sequéncias de proteinas de

membrana d&. amblyommatidesenvolvemos script abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=500mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretdrio corrente para o diretério de onde foi submetsbwijot
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

INPUT_FILE_1a="(arquivo la).ambly_lipop_id"
INPUT_FILE_1b="(arquivo 1b).ambly_phobius_id"
INPUT_FILE_1c="(arquivo 1c)ambly_psort_id"
INPUT_FILE_1d="(arquivold).ambly_signalp_id"
INPUT_FILE_1e="(arquivo 1e).ambly_tmhmm_id"
OUTPUT_FILE_2a="(arquivo de saida 2a).ambly_protein-combinado"
OUTPUT_FILE_2b="(arquivo de saida 2b).ambly_protein-combinado_id"
cat ${INPUT_FILE_1a} ${INPUT_FILE_1b} ${INPUT_FILE_1c} ${INPUT_FILE_1d}
${INPUT_FILE_1e} | awk {print$0} > ${OUTPUT_FILE_2a}

cat ${OUTPUT_FILE_2a} | sort | unig > ${OUTPUT_FILE_2b}

#fim doscript

Nestescript pbs, os arquivos la-e contém os IDs de identificagdo das sequéncias de
proteinas de membrana para a bactéria da esRe@mblyommatisbtidas com o uso dos
aplicativos SignalP 4.1, Tmhmm 2.0c, Lipopl1.0a, Psortb 3.0.4 e Phobiugladdquivo de
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saida 2a contém os IDs totais das sequéncias de proteinas de mgenigizarato o arquivo de
saida 2b contém os IDs Unicos para estas sequéncias preditas.

3.2.2 Interatoma de proteinas de membrana

Para a constru¢do do interatoma de proteinas de membrana, foi realizado um filtro utilizando

das proteinas preditas e integradas de membrana de R. amblyommatis contra o interatoma
construido no Topico , contendo os pares de interagao entre a bactéria e o carrapato obtido apds

o calculo do score combinado com valores de cuttof >=0,7. Neste sentido, com a finalidade de
construirmos o interatoma com as proteinas de membrana preditas da bactéria que interagem

com as sequéncias de proteinas do carrapato desenvolvescoptesabaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job

#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=500mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretdrio de onde foi submetgaboipt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

#ambly

INPUT_FILE_1a="(Arquivo 1) saida_rick.amby_protein-combinado_id"
INPUT_FILE_1b="(Arquivo 2) rede_id.ambly.vs.ixodes_teste2"

OUTPUT_FILE_1c="(Arquivo 3a) rede_id.ambly.vs.ixodes_teste2_ protein.membrane"
OUTPUT_FILE_1e="(Arquivo 3b) rede_id.ambly.vs.ixodes_teste2 protein.membrablyno-red"
OUTPUT_FILE_1f="(Arquivo 3c) rede_id.ambly.vs.ixodes_teste2_ protein.memixadesno-red"
perl scriptprotein.membrane.vs.interatoma.pl ${INPUT_FILE_1a} ${INPUT_FILE_1b} >
${OUTPUT_FILE_1c}

cat ${OUTPUT_FILE_1c} | grep "KIV" | awk -F ";" {print $1}' | sort | uniq > ${OUTPUT_FILIE}
cat ${OUTPUT_FILE_1c} | grep "ISCW" | awk -F *;" {print $2}' | sort | uniq > ${ORTT_FILE_1f}
#Fim!

#!/usr/bin/perl

#carregar os modulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:

#arquivo sem redundancia localizacao_subcelular rick "rick.ambly.localizadaalidd-red"
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#arquivo completo interatoma "saida_ambly_vs_ixodegre combinado.2col-id.cutoff.inter.csv"
my $filel = SARGVI1];

open ARQUIVO,"<$filel";

my @linhasl = <ARQUIVO>;
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close ARQUIVO;

my $id_rick;

my $id_car;

#Percorre localizacao_subcelular rick n.red
for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++){ #analisa cada linha do arquivo sem dédheia
chomp ($linhas[$i]);

my @cols = split (\s+/, $linhas[$i]);

#print "$cols[0]\n";

#Pecorre interacdo completo interatoma
for (my $t = 0; $t <= $#linhasl; $t++){ #analisa cada linha do arquivo completo
chomp ($linhas1[$t]);

my @colsl = split (*;", $linhas1[$t]);

#pega a primeira coluna

$id_rick = $cols1[0];

#pega a segunda coluna

$id_car = $cols1[1];

#print "$cols1[1]\n";

if ($cols1[0]) eq ($cols[0]))

print "$cols[0]\;$cols1[1]\n";

}

}

}
#Fim doscript

No script pbs, o arquivo 1 contém os IDs das sequéncias de proteinas preditas de
membrana a partir do genomaRleamblyommatisobtidas com o uso dos aplicativos SignalP
4.1, Tmhmm 2.0c, Lipopl.0a, Psortb 3.0.4 e Phobius 1.01, respectivamente. Enquanto, o
arquivo 2 contém a rede do interatoma geral construido para as protefamnt@yommatis
que interagem com as proteinad.decapularis No script perl, chamado dentro deript pbs,
temos programado o filtro do arquivo 1 no arquivo 2 para formarem os arquivos de saida 3a-c.
O arquivo de saida 3a contém os pares de interacdo com os IDs totais das sequéncias de
proteinas de membrana da bactgtia interagem com as sequéncias de proteinas do carrapato,
enquanto os arquivos de saida 3b e 3c contém separadamente os IDs Unicos para as sequéncias

de proteinas de cada organismos, sendo bactéria e carrapato, respectivamente.

3.3 Deteccao de proteinas ortélogas

Para predizermos as proteinas ortélogas éht@nmblyommatisersus outrafickettsiaspp.

qgue infectam carrapatos e especificamente stapularise espécies que infectam insetos,
visando a constru¢do do interatoma de proteinas de membrana ort6logas fizemos o uso do
aplicativo OrthoMCL 2.0 Https://orthomcl.org/orthomql/ (LI, LI.; CHRISTIAN, J.
STOECKERT, JR., DAVID, 2003). Esta analise foi implementada com o uso do banco de

dados MySQL utilizando de varios BLASTP em escalas gendmicas, com uma combinacgéo da
abordagem dbidirectional best hifOVERBEEK et al., 1999 algoritmo déViarkov cluster
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(DONGEN, 2000)que foi extensivamente validado para aplicacdo em genomas de eucariotos
(FENG, CHEN, AARON. J, MACKEY, CHRISTIAN. J, STOECKERT JR, DAVID. S, 2006).

O OrthoMCL 2.0 € um software desenvolvido para realizar o agrupamento de
sequéncias de proteinas ortélogas e paralogas em escala gendmica e determinar um perfil
filogenético dos organismos pesquisados, sendo uma ferramenta bastante experimentada para
anotacao de genomas eucarioticos cujo algoritmo de andlise é utilizado para o agrupamento de
sequéncias de proteinas previamente processadas. Este algoritmo identifica os beshores
hits reciprocos entre pares, dentro do mesmo genoma, como potenciais paralogos e melhores
best hitsreciprocos em dois genomas como potenciais pares ortdlogos, de forma que as
proteinas relacionadas estéo interligadas por um gréfico de similaridade.

Primeiro, foi realizado o alinhamento local de todas as sequéncias de proteinas contra
todas as proteinas de alta qualidade do conjunto de organismos usando o programa BLASTp
(ALTSCHUL et al., 1997). O arquivo de saida do BLAST foi utilizado como entrada do
programa OrthoMCL 2.0 (Figura 1.0
Figural0 Fluxograma representativo para o uso do aplicativo OrthoMCL 2.0 e andlise éiecsas|de proteinas

ortégas entre as proteinas provenientes do genoRaatablyommatie Rickettsiaspp., que infectam carrapatos
e insetos com destaque para 0s passos e 0s parametros adotados.

Sequéncias de Proteinas Matriz de Similanidade
de Organismos (ormalizadas por espécies)
Y +
BLASTp fﬂtgrupamento
todes contra todos utilizando M arkov
(MCL)
\] L v
arie: Ent 2cies: .
[= Dentro_ de t_:agla t_adspde i : Pares com n'ialt-ilorre s?r?]?lggilgasde reciproca: Grupos de ortologos
ares com maior similaridade reciproca: ! P : com paralogos recentes
Paralogos recentes Ortélogos

Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 10, verificae um fluxograma para o uso do aplicativo OrthoMCL 2.0 e 0
seguintes passos:)) (§endo baseados nos pesos entre cada par de proteinas e por iSso sao

normalizados antes da execucao do M{li), de modo a corrigir as diferencas na distancia
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evolutiva. Este processo € analogo a avaliagcdo manual dos agrupamentos ortélogos de grupos
de proteinas (COGS).

Para identificacdo de potenciais proteinas ortologafiekettsiaspp. que infectam
carrapatos versus insetos, inicialmente com o uso do programa OrthoMCL, péde-se aferir
namero dos grupos de ortélogos identificados, compartilhados e especificos para as espécies
que infectam estes diferentes grupos de artropode hematéfagos, entre as proteinas provenientes
dos genomas de seis espécieRd&ettsia Entre as espécies Beckettsiautilizadas para esta

analise, quatro possuemtapacidade de infectar carrapataiias de infectar insetos.

A distribuicdo de grupos de ortélogos foi avaliada baseada no perfil de infectividade
para carrapatos e entre espécies da bactéria para avaliar o impacto do ambiestparadios
se desenvolvem no hospedeiro artropode hematéfago na evolucdo do contetudo proteico dos
organismos e consequentemente identificar as sequéncias de proteinas que potencialmente

participam de mecanismos de infec¢ao.

Para mais informacdes e instrucdes a respeito do uso deste aplicativo, o tutorial pode

ser acessado rink (https://orthomcl.org/common/downloads/software/v2.0/UserGuide.txt

Neste sentido, com a finalidade de predizermos a ocorréncia de sequéncia de proteinas ortdlogas
entre a espéciR. amblyommatie outrasRickettsiaspp. que infectam carrapatos e insetos

desenvolvemos script abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job

#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=20mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diret6rio corrente para o diretdrio de onde foi submetgaoipt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o méduloptpython

blastall -p blastp -i goodProteins.Fasigarquivo pasta ortologos) -a 3 -m 8 -o blast.final
#-p (proteinas)

#-i (arquivo de entrada)

#-d (database formatado)

#-a 3 (nimero de processadores. Quando coloca o -a tem que catezsmo nimero de processadores)
#-m 8 (saida tabulada)

#Fim doscript

Neste script pbs, o arquivo goodProteins.fast contém as sequéncias de proteinas

provenientes dos genomas das espéciaRideettsia submetidas inicialmente ao aplicativo
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OrthoMcl 2.0. O arquivo de saida contém o resultado do BLASTp final para as sequéncias

ortélogas contendo o arquivo grupos.txt dentro do arquivo de pasta console ortélogos.

3.3.1 Clusters de proteinas ortologas d®ickettsia spp. que infectam carrapatos versus

insetos

Neste sentido, com a finalidade de dividirmos e agruparmos as sequéncias de proteinas
ortélogas entre a espéde amblyommatie outrasRickettsiaspp. que infectam carrapatos e

insetos desenvolvemossoript abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job

#PBS -N (nome job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=1gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsobwijot

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

INPUT_FILE_1a="(Arquivo 1a) grupo.txt"

OUTPUT_FILE_1b="(Arquivo 1b) saida_rick.car_vs_ixodes_cluster_ortologd&cadl-
OUTPUT_FILE_1c="(Arquivo 1c) saida rick.ins_vs_ixodes_cluster_ortologos ati-2c
#carrapatos

cat ${INPUT_FILE_1a} | grep "amb" | grep "end" | grep "buc" | grepr'ijogrep -v "fel" | grep -v "pro" >
${OUTPUT_FILE_1b}

#insetos

cat ${INPUT_FILE_1a} | grep "fel" | grep "pro" | grep "amb" | grep'emd" | grep -v "buc" | grep -v "mon" >
${OUTPUT_FILE_1c}

#Fim doscript

Nestescript pbs, o arquivo 1a contém os grupos de ortélogos com os IDs das sequéncias
de proteinas provenientes dos genomaf.d@mblyommatise de outras cinco espécies de
Rickettsia obtidas com o uso do aplicativo OrthoMcl 2.0. Para a extracéo dos clusters contendo
separadamente as proteinas das espéciRgkiettsia que infectam os carrapatos em relacéo
as que infectam os insetos, utilizamos dos codigos de identificacdo fornecidos para o conjunto
de proteinas analisadas na analise de ortologia inicial conforme o nome das b#&ttérias:
amblyommatis(amb), R. endonsymbiontic |. scapulari@nd), R. buchnnerii (buc), R.

monanenscémon),R. felis(fel) eR. prowazeki(pro).

O arquivo de saida 1b contém os grupos de ortélogos@sastais das sequéncias de
proteinas d&ickettsiaspp. que infectam somente os carrapatos, enquanto o arquivo de saida
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1c contém os grupos e os IDs totais das sequéncias de protdRiasatisiaspp. que infectam
em parte, 0s carrapatos e insetos.

3.3.2 Interatoma de proteinas de membrana e ortélogas deickettsia spp. que infectam

carrapatos

Para a construgdo do interatoma das proteinas de membrana que possuem grupos de ortdlogos

entre as espécies de Rickettsia que infectam carrapatos versus as espécies que infectam insetos,

foram realizados filtros utilizando destes grupos de ortélogos preditos contra o interatoma de

proteinas de membrana construido para a bactéria da espécie R. amblyommatis versus o

carrapato da espécie /. scapularis, conforme demonstrado no Topico 3.3.1. Neste sentido, com

a finalidade de construirmos o interatoma de proteinas de membrana de ortélogos para a espécie
R. amblyommatise outras Rickettsia spp. que infectam em especial os carrapatos,

desenvolvemos acripts abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=1gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsbwijot
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

INPUT_FILE_1a="(Arquivo 1) "

INPUT_FILE_1b="(Arquivo 2) "

OUTPUT_FILE_1c="(Arquivo 3) membrane_cluster.ortologos_4col_id"
perl scriptrick.car.ortologos.pl ${INPUT_FILE_1a} ${INPUT_FILE_1b} > ${OUTPUT_FILE_1c}
#fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar modulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO1,"<$file";

my @linhasl = <ARQUIVO1>;

close ARQUIVOL,;

my $filel = SARGV[1];

open ARQUIVO2,"<$file1";

my @linhas2 = <ARQUIVO2>;

close ARQUIVO2;

for (my $i = 0; $i <= $#linhasl; $i++ ){
chomp ($linhas1[$i]);
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my @colsl = split (/\;/, $linhas1[$i]);
#print "$cols1[0]\n";

for (my $j = 0; $j <= $#linhas2; $j++ )
chomp ($linhas2[$j]);

my @cols2 = split (\s+/, $linhas2[$j]);
#print "$cols2[2]\n";

for (my $x = 1; $x <= $#cols2; $x++ ){
my @cols3 = split (/\|/, $cols2[$x]);
#print "$cols3[1]\n";

if ($cols3[1] eq $cols1[0]1{

print "$cols2[0]\t$cols1[0]\tScols1[1]\n";
}

}

}

}
#fim do script

No script pbs, 0 arquivo 1 contém os pares de IDs da rede do interatoma de membrana
construido para as proteinas Be amblyommatigjue interagem com as proteinas Ido
scapularis Enquanto, o arquivo 2 contém os grupos de ortélogos preditos para as proteinas de
R. amblyommatige outasRickettsiaspp. que infectam somente os carrapatisscript perl,
chamado dentro decript pbs, temos programa o filtro do arquivo 1 no arquivo 2 para formar
o arquivo de saida 3. O arquivo de saida 3a contém os pares de interacdo com os IDs das
sequéncias de proteinas de membrana da bagtériateragem com as sequéncias de proteinas
do carrapato, juntamente com o grupos ortélogos e os IDs das sequéncias de proteinas das outras

espécies dRickettsiague infectam os carrapatos.

3.3.3 Alinhamentos das proteinas ortélogas

Entre as espécies que infectam carrapatos, os cluster 1050 e 1816 foram os Unicos presentes na
rede do deste interatoma de membrana. Estas sequéncias de proteinas de membrana ortélogas
foram  submetidas ao  alinhamento  mdltiplos de  sequéncias  ClustalW
(https://www.genome.jp/tools-bin/clustglW(LARKIN et al., 2007) e o Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustgI¢GIEVERS et al., 2011) para estabelecer relacdes

filogenéticas entre diferentes proteinas. Com isto, podemos predizer dominios conservados,
incluindo residuos criticos para a funcéo da proteina e comparar a proteina de interesse de forma

mais detalhada com membros da mesma familia desta.

Para isto, fizemos o uso do alinhamento progressivo (Clustal), sendo este um método
heuristico desenvolvido de modo a fazer um alinhamento progressivo de sequéncias baseado

na sua proximidade em uma arvore filogenética baseada em alinhamentos papagaar
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deste tipo de método gerar bons alinhamentos em tempo razoavel, ele ndo garante que o melhor
alinhamento possivel sera obtido. Este alinhamento géohtl quando as sequéncias tém

tamanhos proximos.

3.3.4 Analise evolutiva das proteinas de membrana ort6logas
TBLASTN

As sequéncias de proteinas de membrana ortdlogas para espérieketisiaque infectam
carrapatos foram submetidas ao alinhamento local com ado¢do do TBLASTnh contra as
sequénciasalaminoacidos proveniente dos genomas das espédiesadeblyommatialém de

outras que constituiram para a construcdo do interatoma de proteinas de membrana ortélogas.

Neste sentido, com a finalidade de avaliarmos quanto as caracteristicas evolutivas das
proteinas de membrana de ortdlogos para a esRéeimblyommatie outrasRickettsiaspp.
que infectam carrapatos, além das que espécies que infectam os insetos desenvolvemos o0s

scripts abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job

#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=20mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diret6rio corrente para o diretdrio de onde foi submetgooipt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o médulopt-python

#formatdb i Rickettsia amblyommatis_str_ac_pa.ASM96467v1.dna.toplevel.fa -p F
#formatdb i Rickettsia prowazekii_str_breinl ASM36740v1.dna.toplevel.fa -p F
#formatdb i Rickettsia monacensis.RMONA _1.dna.toplevel.fa -p F

#formatdb i Rickettsia felis_str_pedreira. ASM96466v1.dna.toplevel.fa -p F
#formatdb i Rickettsia endosymbiont_of ixodes_scapularis. ASM16073v1.dna.toplevel.fa -p F
#formatdb  Rickettsia buchneri.REISMNv1.dna.toplevel.fa -p F

#formatdb -i seq_clusterl050 amb -p T

#formatdb -i seq_cluster1816 amb -p T

blastall -p tblastni{arquivo 1a) -d (arquivo 2a) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arq 3a)
blastall -p tblastni{arquivo 1b) -d (arquivo 2a) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arqih)
blastall -p tblastn -i (arquivo 1ajl {arquivo 2b)a6-b 1 -F T -m 8 -0 (arquivo 3c)
blastall -p tblastni{arquivo 1b) -d (arquivo dba 6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arquivo 3d)
blastall -p tblastni{arquivo 1a) -d (arquivo 2c) -a6 -b 1 -F T -m 8 -@(avo 3e)
blastall -p tblastni{arquivo 1b) -d (arquivo 2c) -a6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arqud¥)
blastall -p tblastn -i (arquivo 1ajl {arquivo 2d) a6-b 1 -F T -m 8 -0 (arquivo 3g)
blastall -p tblastni{arquivo 1b) -d (arquivo 2d) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arquBh)
blastall -p tblastni{arquivo 1a) -d (arquivo 2e) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arq 3i)
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blastall -p tblastni{arquivo 1b) -d (arquivo 2e) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arqudy)

blastall -p tblastn -i (arquivo 1adl {arquivo 2f) a6-b 1 -F T -m 8 -o (arquivo 3k)

blastall -p tblastni{arquivo 1b) -d (arquivo 2f) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -o (avqu3l)

#-n (nucleotideo - bases nitrogenadas)

#-p (proteinas - aminoacido)

#-i (arquivo de entrada)

#-d (database formatado)

#-a 3 (nUmero de processadores. Quando coloca o -a tem que cateeano nimero de processadores)
#-m 8 (saida tabulada)

#Fim doscript

Nestescript pbs, os arquivos la e 1b se referem as sequéncias de proteinas agrupadas
nos clusters ortélogos 1050 e 1816, respectivamente. Estas sequéncias de aminoacidos de
proteinas de membrana e ortélogas para a edRéaeblyommatig outrafickettsiaspp. que
infectam os carrapatos foram submetidas a analise de similaridade contra os arquivos 2a-f das
sequéncias de nucleotideos provenientes dos gen@saesimas seis espéciesRiekettsia
utilizando do alinhamento adotado pelo TBLASTn. Os pares de arquivos de saida 3a e 3b, 3c e
3d, 3e e 3f, 3g e 3h, 3i e 3j, 3k e 3, contém os resultados do alinhamento para as seis espécies

deRickettsiaseparadas e agrupadas em ambos os cluster 1050 e 1816, respectivamente.

Tratamento TBLASTnN

Com a finalidade de avaliarmos as caracteristicas evolutivas das proteinas de membrana de
ortélogos para a espéde amblyommatie outrasrickettsiaspp. que infectam carrapatos, além

das que espécies que infectam os insetos, apds a andlise de similaridade com o uso do
TBLASTN, foram adotados os dois valores deitscore Para isto desenvolvemos sisipts

abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=20mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsbwijt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

#Carrega o médulopt-python

INPUT_FILE_1="(arquivo 3a)"

INPUT_FILE_2="(arquivo 3b)"

INPUT_FILE_3="(arquivo 3c)"

INPUT_FILE_4="(arquivo 3d)"

INPUT_FILE_5="(arquivo 3e)"



INPUT_FILE_6="(arquivo 3f)"

INPUT_FILE_7="(arquivo 3g)"

INPUT_FILE_8="(arquivo 3h)"

INPUT_FILE_9="(arquivo 3i)"

INPUT_FILE_10="(arquivo 3j)"

INPUT_FILE_11="(arquivo 3k)"

INPUT_FILE_12="(arquivo 3I)"

#cluster 1050

OUTPUT_FILE_1="(arquivo 3a)"

OUTPUT_FILE_2="(arquivo 3c)"

OUTPUT_FILE_3="(arquivo 3e)"

OUTPUT_FILE_4="(arquivo 3g)"

OUTPUT_FILE_5="(arquivo 3i) "

OUTPUT_FILE_6="(arquivo 3k)"

OUTPUT_FILE a="(arquivo 4a)"

#cluster 1816

OUTPUT_FILE_1="(arquivo 3b)"

OUTPUT_FILE_2="(arquivo 3d)"

OUTPUT_FILE_3="(arquivo 3f)"

OUTPUT_FILE_4="(arquivo 3h)"

OUTPUT_FILE_5="(arquivo 3j) "

OUTPUT_FILE_6="(arquivo 3I)"

OUTPUT_FILE b="(arquivo 4b)"

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_1} > ${OUTPUT_FILE_1}
perlscriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_2} > ${OUTPUT_FILE_2}

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_3} > ${OUTPUT_FILE_3}
perlscript.blast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_4} > ${OUTPUT_FILE_4}

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_5} > ${OUTPUT_FILE_5}

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_6} > ${OUTPUT_FILE_6}

cat ${OUTPUT_FILE_1} ${OUTPUT_FILE_2} ${OUTPUT_FILE_3} ${OUTPUT_FILE_4}
${OUTPUT_FILE_5} ${OUTPUT_FILE_6} | sort | uniq >> ${OUTPUT_FILE_a}
perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_7} > ${OUTPUT_FILE_7}

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_8} > ${OUTPUT_FILE_8}

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_9} > ${OUTPUT_FILE_9}

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_10} > ${OUTPUT_FILE_10}

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_11} > ${OUTPUT_FILE_11}

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_12} > ${OUTPUT_FILE_12}

cat ${OUTPUT_FILE_7} ${OUTPUT_FILE_8} ${OUTPUT_FILE_9} ${OUTPUT_FILE_10}
${OUTPUT_FILE_11} ${OUTPUT_FILE_12} | sort | uniq >> ${OUTPUT_FILE_b}
#fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar modulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = SARGVI[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $id;

my $confianca;

my $identidade;

my $idblast;

my $evalue;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; Si++ ){
chomp ($linhas [$i]);

my @cols1 = split ("\t", $linhas[$i]);
#print "$cols1[0]\n";

#pega a primeira coluna
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$id = $cols1[0];

#pega a segunda coluna

$idblast = $cols1[1];

#pega a quarta coluna

$confianca = $cols1[2];

#pega a decima primeira

$evalue = $cols1[10];

#pega a decima segunda coluna
$identidade = $cols1[11];

if ($cols1[2] >= 70 && $cols1[10] <= 0.0001){
print "$cols1[0]\t$cols1[1]\tScols1[2]\t$cols1[10]\n";
}

}

No script pbs, encontram as entradas para os pares de arquivos 3ab-kl, que se referem
aos resultados dos alinhamentos do TBLASTn para a similaridade das sequéncias de proteinas
de membrana ort6logas agrupadas nos clusters 1050 e 1816 contra as sequéncias de genes
provenientes dos genomas p&aamblyommatise outras cinco espécies Réckettsia No
script perl, chamado dentro dwript pbs, foi programado para filtrar as sequéncias similares
adotando os dois valores déitscore Nos arquivos de saida para os pares 3ab-kl, encontram-
se estes resultados separadamente para cada espériekeltsia Os arquivos 4a e 4b
correspondem ao conjunto destas sequéncias de nucleotideos similares para cada conjunto de

grupo ortélogo, sendo os cluster 1050 e 1816, respectivamente.

BLASTp

Além disso, estes ortélogos foram submetidos ao BLASTP contra as sequéncias de aminoacidos
de proteinas provenientes dos genomas das mesmas bactérias, além das sequéncias de proteinas
do interatoma de proteinas de membrana para a eshémieblyommatidNeste sentido, com

a finalidade de avaliarmos quanto as caracteristicas evolutivas das proteinas de membrana de
ortélogos para a espéde amblyommatie outrasrickettsiaspp. que infectam carrapatos, além

das que espécies que infectam os insetos desenvolveswptssabaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=20mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsdipt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o modulopt-python
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blastall -p blastpi{arquivo 1a) -d (arquivo 2a) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -o (arq 3a)
blastall -p blastpi{arquivo 1b) -d (arquivo 2a) -a6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arqiBb)
blastall -p blastp -i (arquivo 1ajl {arquivo 2b) a6-b 1 -F T -m 8 -0 (arquivo 3c)
blastall -p blastpi{arquivo 1b) -d (arquivo 2b) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arqiBd)
blastall -p blastpi{arquivo 1a) -d (arquivo 2c) -a6 -b 1 -F T -m 8 -0 (éwq 3e)
blastall -p blastpi{arquivo 1b) -d (arquivo 2c) -a6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arqud¥)
blastall -p blastp -i (arquivo 1ajl {arquivo 2d) a6-b 1 -F T -m 8 -o (arquivo 3g)
blastall -p blastpi{arquivo 1b) -d (arquivo 2d) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -o (arquBh)
blastall -p blastpi{arquivo 1a) -d (arquivo 2e) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -o (arq 3i)
blastall p blastp  (arquivo 1b) -d (arquivo 2e) -a6 -b 1 -F T -m 8 -0 (arqu8y)
blastall -p blastp -i (arquivo 1adl {arquivo 2f) a6-b 1 -F T -m 8 -o (arquivo 3Kk)
blastall -p blastpi{arquivo 1b) -d (arquivo 2f) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -0 (avqu3l)
#-n (nucleotideo - bases nitrogenadas)

#-p (proteinas - aminoacido)

#-i (arquivo de entrada)

#-d (database formatado)

#-a 3 (numero de processadores. Quando coloca o -a tem que cateesmo nimero de processadores)
#-m 8 (saida tabulada)

#Fim doscript

Nestescript pbs, os arquivos 1a e 1b contém as sequéncias de proteinas agrupadas no
cluster 1050 e 1816, respectivamente. Estas sequéncias de aminoacidos de proteinas de
membrana e ortélogas para a esp&iamblyommati® as outras mesmas quaiRickettsia
spp. que infectam carrapatos foram submetidas a analise de similaridade contra os arquivos 2a-
f das sequéncias de proteinas provenientes dos genomas de seis espRivketde&
utilizando do alinhamento adotado pelo BLASDOs pares de arquivos de saida 3a e 3b, 3c e
3d, 3e e 3f, 3g e 3h, 3i e 3j, 3k e 3l, contém os resultados do alinhamento para as seis espécies

deRickettsiaseparadas e agrupadas em ambos os cluster 1050 e 1816, respectivamente.

Tratamento BLASTp

Com a finalidade davaliarmos quanto as caracteristicas evolutivas das proteinas de membrana
de ortélogos para a espé@leamblyommatie outraRickettsiaspp. que infectam carrapatos,

além das que espécies que infectam os insetos, ap6s a analise de similaridade com o uso do
BLASTp, foram adotados o nivel de confianca >=70 e identidade 0,0001. Para isto

desenvolvemos acripts abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=20mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsdijpt
cd $PBS_O_WORKDIR



#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

#Carrega o modulopt-python

INPUT_FILE_1="(arquivo 3a)"

INPUT_FILE_2="(arquivo 3b)"

INPUT_FILE_3="(arquivo 3c)"

INPUT_FILE_4="(arquivo 3d)"

INPUT_FILE_5="(arquivo 3e)"

INPUT_FILE_6="(arquivo 3f)"

INPUT_FILE_7="(arquivo 3g)"

INPUT_FILE_8="(arquivo 3h)"

INPUT_FILE_9="(arquivo 3i)"

INPUT_FILE_10="(arquivo 3j)"

INPUT_FILE_11="(arquivo 3k)"

INPUT_FILE_12="(arquivo 3I)"

#cluster 1050

OUTPUT_FILE_1="(arquivo 3a)"

OUTPUT_FILE_2="(arquivo 3c)"

OUTPUT_FILE_3="(arquivo 3e)"

OUTPUT_FILE_4="(arquivo 3g)"

OUTPUT_FILE_5="(arquivo 3i) "

OUTPUT_FILE_6="(arquivo 3k)"

OUTPUT_FILE a="(arquivo 4a)"

#cluster 1816

OUTPUT_FILE_1="(arquivo 3b)"

OUTPUT_FILE_2="(arquivo 3d)"

OUTPUT_FILE_3="(arquivo 3f)"

OUTPUT_FILE_4="(arquivo 3h)"

OUTPUT_FILE_5="(arquivo 3j) "

OUTPUT_FILE_6="(arquivo 3I)"

OUTPUT_FILE b="(arquivo 4b)"

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_1} > ${OUTPUT_FILE_1}
perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_2} > ${OUTPUT_FILE_2}
perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_3} > ${OUTPUT_FILE_3}
perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_4} > ${OUTPUT_FILE_4}
perlscriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_5} > ${OUTPUT_FILE_5}
perlscriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_6} > ${OUTPUT_FILE_6}
cat ${OUTPUT_FILE_1} ${OUTPUT_FILE_2} ${OUTPUT_FILE_3} ${OUTPUT_FILE_4}
${OUTPUT_FILE_5} ${OUTPUT_FILE_6} | sort | uniq >> ${OUTPUT_FILE_a}
perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_7} > ${OUTPUT_FILE_7}
perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_8} > ${OUTPUT_FILE_8}
perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_9} > ${OUTPUT_FILE_9}
perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_10} > ${OUTPUT_FILE_10}
perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_11} > ${OUTPUT_FILE_11}
perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_12} > ${OUTPUT_FILE_12}
cat ${OUTPUT_FILE_7} ${OUTPUT_FILE_8} ${OUTPUT_FILE_9} ${OUTPUT_FILE_10}
${OUTPUT_FILE_11} ${OUTPUT_FILE_12} | sort | uniq >> ${OUTPUT_FILE_b}
#fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar médulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $id;
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my $confianca;

my $identidade;

my $idblast;

my $evalue;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){

chomp ($linhas [$i]);

my @cols1 = split ("\t", $linhas[$i]);

#print "$cols1[0]\n";

#pega a primeira coluna

$id = $cols1[0];

#pega a segunda coluna

$idblast = $cols1[1];

#pega a quarta coluna

$confianca = $cols1[2];

#pega a decima primeira

$evalue = $cols1[10];

#pega a decima segunda coluna
$identidade = $cols1[11];

if ($cols1[2] >= 70 && $cols1[10] <= 0.0001){
print "$cols1[0]\t$cols1[1]\tScols1[2]\t$cols1[10]\n";

B

No script pbs, encontram as entradas para os pares de arquivos 3ab-kl, que se referem
aos resultados dos BLASTp para a similaridade das sequéncias de proteinas de membrana
ortélogas agrupadas nos clusters 1050 e 1816 contra as sequéncias de genes provenientes dos
genomas parR. amblyommati® outras cinco espécies iekettsia No script perl, chamado
dentro doscript pbs, foi programado para filtrar as sequéncias similares adotando o nivel de
confianca >=70 e identidade 0,0001. Nos arquivos de saida para os pares 3ab-kl, encontram-se
estes resultados separadamente para cada espédwckidtsia Os arquivos 4a e 4b
correspondem ao conjunto destas sequéncias de nucleétideos similares para cada conjunto de
grupo ortélogo, sendo os cluster 1050 e 1816, respectivamente.

3.3.4.1 Construcao de arvores filogenéticas

Por meio do aplicativReverséhttp://reverse-complement.coypudemos inverter sequéncias

5’—-3”em 3’ - 5 para a obten¢éo das sequéncias das proteinas na ordem correta de leitura com

0 uso do aplicativ@ranslate(http://insilico.ehu.es/transla)efpara os resultados obtidos com

0 uso do TBLASTn. Apds a andlise com o uso do BLASTp, pudemos avaliar os aspectos
evolutivos das sequéncias genicas e proteicas obtidas com estes alinhamentos para serem
utilizadas no aplicativo MEGA 7.26itps://www.megasoftware.np{(KUMAR; STECHER,;
TAMURA, 2016). Por meio deste aplicativo foram realizados multiplos alinhamentos de

sequéncias com o uso do ClustalW considerando penalidade de 10 para regides de gap, 0,2 para

regides de gap estendidas, e 4 para regides separadas entre gaps, adotando do método do
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Maximum Likelihood TredFU; LI, 1993) para um teste filogenético com 1000 repeticdes
boots-trap(FELSENSTEIN, 1985).

3.4 Identificacdo de interacbes conservadas e especificas

Para a averiguacdo da funcdo molecular e o processo bioldgico associado as proteinas
provenientes do genoma do carrapato da espésoapularis foram realizadas as anotacdes

de proteina e anotacdo de ontologia génica (GO) (CAMON, 2004). Com o uso do aplicativo
AgBase-GOanna 2.2hitps://agbase.arizona.edu/cgi-bin/tools/GOannp (MCCARTHY et

al., 2006), realizogeaandlise de enriqguecimento hipergeométrico e o teste FDR para multiplas

hipoteses, considerando as sequéncias de proteinas pertencentes a todos os grupos funcionais

para os quais elas forem assinaladas e classificadas com multiplas assinaturas de GO no COG.

O GOanna 2.2 permite que os usuarios adicionem rapidamente mais anotacdes de GO a
seus dados, transferindo anotagces de GO com base na homologia de sequéncia, do que aquelas
recuperadas pelo GORetriever transferindo anotacdes de GO de produtos genéticos anotados
em outras espécies com base em pesquisas padrdo do BLAST em bancos de dados que contém
sequéncias anotadas de GO (MCCARTHY et al., 2006). Segundo estes autores, 0 GOanna 2.2
retorna os alinhamentos de sequéncia e suas anota¢des GO, sendo que 0s usuarios podem filtrar
manualmente esses dados para definir boas correspondéncias de alinhamento exatamente como

fariam em qualquer pesquisa do BLAST.

O arquivo de entrada contém o acesso as sequéncias de proteinas provenientes de
carrapato da espécie scapularisem formato Fasta. O arquivo de entrada contendo as
sequéncias de proteinas do carrapato foi submetido aos seguintes parametros (Tabela 2).
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Tabela 2 Parametros e passos adotados para a andlise de averiguacdo deofaogkw e o processo bioldgico

associado as proteinas provenientes do genoma do carrapato dalespapidaris

Passog Parametros

Blastp (programa)

Sequéncia e/ou arquivo a ser analisado

Data base (uniprot)

Expect evalue 1020

Matriz (BLOSUM 62)

Gap Costs, Existence 11, Extision 1

Word size 6

Filter low complexity

Nbr of target segs: 1 alvo

10 Pct identidade filter 70% query coverage filter 70%
11 Blast results format and TSV format

12 Blast Html and Tsu format

13 | Type of evidence to return: marcar todos, exceto obsolete evig
14 | Blast

OO (N[O |W|IN|(F

Na Tabela 2, verifica-se o resumo do tutorial para o uso do AgBase-GOanna 2.2,

(https://agbase.arizona.edu/Education/NABDAWorkshop/tutorial 4/tutorial ¥.h@s trés

arquivos de saida e o que eles contém podem ser vistos em: (i) o arquivo Excel contendo as
entradas, suas correspondéncias e as anotacdes GO para as correspondéncias; (i) o arquivo
align.html contendo os alinhamentos, e (iii) 0 arquivo sliminput.txt contendo um resumo dos

resultados para as anotacG&s.

3.5 Visualizacdo de redes de interacdo e analise de ontologia génica

Apoés a construcdo do interatoma geral, filtragem do interatoma de proteinas de membrana e
interatoma de proteinas de membrana ort6logas, foram construidas redes-consenso contendo

todas as interacdes preditas para a inteffac@mblyommatiss |. scapularise visualizadas

com o uso do aplicativo Cytoscape 3hfifs://cytoscape.org(SAITO et al., 2012). Para

darmos inicio a construca@mvisualizacdo de redes do interatoma, primeiramente demos a
entrada do arquivo acessandding file import- Network file:(arquivo obtido contendo a rede

de interacdo com os IDs de proteinas da bactéria da eRpéoidlyommatigersus o carrapato

da espécié scapularig. Para ajustar e separar as duas colunas do arquivo contendo na primeira

as proteinas da bactéria e na segunda as proteinas do carrapato, com as quais foram formados
os pares de interacdo, demos inicio ao comando do aplicativo para separar as duas colunas por
tabulagcéo acessandolink advanced optionsFile Import Options (semicoloi para tabular

as colunas. Pameeditar as colunas demos inicio ao comando do aplicativo para definir na rede
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0s nds de fonte acessandlind target bolinha cor verde (n6 de entrada) para as proteinas da
bactéria e na bolinha cor laranja (né de saida) para as proteinas do carrapato.

Para a otimizacdo da rede demos inicio ao comando do aplicativo para visualizacéo da
topologia obtida acessandotirtk Style node- Shape(elipsg para formatar os nés em elipses;
Label (ID das sequéncias) removido para compactar as estruturas de interacdo entre 0s nés e
facilitar a visualizagdo dos médulos e complexos de proteinas forniieight 30 para definir
o tamanho dos nogyidth; 30 para definir o tamanho das arestas entre o®’dsrolor para
dar a cor azul para todos os nos. Para escolher o tipo de linha demos inicio ao comando do
aplicativo acessandoorink Style edge Line type(Marquee Equal Dash) para que as linhas
sejam tracejadas. Para apagar proteinas fora da rede que ndo fizeram partes dos maiores
complexos de interacdo obtidos demos inicio ao comando do aplicativo acessaliuo; no
Detach viewpara abrir a rede em outra janela, aonde pode-se com 0 cormando
computador, selecionar, e em seguida deletar estes ndés de proteinas separadas das redes
principais com o comando delete do computador.

Para selecionar as proteinasRlemblyommatjautilizou-se do comando do aplicativo
acessando; nink Select nodesFrom id list filepara inserir uma lista contendo os IDs Unicos
das proteinas da bactéria que interagiram entre as proteinas do carrapato extraidas dos dados
suplementares S9, S12 e S14, separadamente para cada rede obtida. Para marear narrede
azul as proteinas da bactéria, constagiuima nova coluna para as proteinas selecionadas,
dando inicio ao comando do aplicativo acessandbnkd able painekinal de (+)new single
(colum) para a nova colurdinteger) para a sua integracéo na rede. Para ajustar a nova coluna,
a primeira atribuiu-se a nomeada (amb) em referéncia as proteinas da bactéria d&Respécie

amblyommatis.

Logo em seguida, atribui-se um valor representdtivopara sua insercdo na rede,
atribuidondo de forma correta a todas as proteinas da bactéria fazendo uso do comando do lado
direito domousedo computador dando acesso;liak Apply to selected nodeBara destacar
na rede as proteinas da bactéria utilizou-se das atribui¢des inseridas com a nova coluna dando
inicio ao comando do aplicativo acessandolimoStyle- Node(Fill color) para selecionaa
coluna inserida a partir do nome (ambin Eeguida ndink Mapping typeselecionou-se o
parametro Discrete mappingpara a marcacao das proteinasRdeamblyommatisia rede
acessando na caixa do comando aberta o valor atribuido "1", utilizando do comando do lado

direito domousedo computador, com acesso do contendo para exglesaolher a cor para
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as proteinas da bactéria que apareceram na rede dando destaque entre as proteinas do carrapato

sendo representada pelos nés em cor vermelha.

Para a identificacdo de mddulos biologicamente funcionais foi adotado o pacote

ModuLand 2.0fttp://apps.cytoscape.org/apps/moduland@ade utiliza o método de afinidade

de propagacéo para identificar coerentes médulos dentro de uma rede (FREY; DUECK, 2007)

O termo de ontologia génica mais significativo para cada médulo foi identificado com o uso do
método de distribuicdo hipergeométrica, utilizando o TefiR knplementado no pacote

Bingo 3.0.3 [ittp://apps.cytoscape.org/apps/bingMAERE; HEYMANS; KUIPER, 2005).

No aplicativo Cytoscape 3.7, demos inicio a esta etapa com o0 acessando os pacotes e comandos;

nolink Appspara solicitar os pacotes Moduland 2.0 e o Bingo 3.0.3.

Na caixa de comando do pacote Moduland 2.0 apds sua instalacdo demos inicio a analise
de afinidade de propagacao acessandbnk&tarting module on current networkRun) para
clusterizar a rede do interatoma visualizada. Apés esta modulagéo, na caixa de comando do
pacote Bingo 3.0.3 apls sua instalacdo demos inicio ao teste do método de distribuicdo
hipergeométrica para avaliar os termos de ontologia génica mais significativos para os cluster
obtidos (Figura 11).
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Figurall Caixa de comando do pacote Bingo 3.0.3 adotado com o uso do aplegtidbscape 3.7 para o teste
hipergeométrico e da taxa de descoberta do erro FDR, e dos processos kid&giatwlogia génica (GO).

BiNGO settings

Save settings as default Help

Cluster name:

Cluster 1

[ Get Cluster from Metwork [ Paste Genes from Text

i 7

W

L4 >
Do you want to assess over- or underrepresentation:

[ Overrepresentation [ Underrepresentation

[ visualization [ Mo Visualization
Select 3 statistical test:

Hypergeometric test ~
Select a multiple testing correction:

Benjamini & Hochberg False Discovery Rate (FOR) correction w

Choose a significance level:

0.05

Select the categories to be visualized:

Owverrepresented categories after correction e
Select reference set:

Use whole annotation as reference set w
Select antology file:

GO_Biological_Process w
Select namespace:

Select organism/annotation:
£\t Doutorado\Tese {interatoma Cytoscape\Goana Agbase{5457]1455365536 diminp. .| +
Discard the following evidence codes:

[ Check box for saving Data
Start BNGO

Fonte: pacote Bingo 3.0.3 adotado com o uso do aplicativo Cytoscape 3.7

Na Figura 11, o arquivo 3i452j1499369936.sliminput.txt, trata do resumo da analise de
ontologia genica (GO) realizada com o uso do aplicativo Goanna AgBase 2.2 conforme descrito
no Topico 3.4. Este arquivo foi ajustado e utilizado para o teste de FDR e de enriquecimento
hipergeométrico para a obtencao dos resultados. Conforme os dados obtidos com o uso do
pacote Bingo 3.0.3, selecionamos as proteinas que compuseram os moddulos funcionais

significativos.

3.6 Obtencéo de dados d&NA-seq para os transcriptomas de carrapatos

Para a anotacao funcional de potenciais transcritos, adotaffinmenégagemde novd para
avaliamos a expressao diferencial, seus niveis de transcrigdo e a abundancia de transcritos. Para
a reconstrucdo e comparagéo, utilizamos de dados de espécies de cakmpltmsmimaspp.

baixados do NCBI Https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/?terrjj=acessando &equence Read

Archive (SRA). Com esta finalidade realizamos os downloads destes arquivos contendo 0s
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dados de RNA-seq foram realizados em programas Linux diretamente na plataforma do Japiter,
fazendo uso do aplicativo fastq_dump 2.9.0 diretamente na linha de comando do cluster
“[fastq_dump 2.9.0split-3 (SRR numero do arquivo RNA-s&q)

Nisto, foram adotados os dados dgocriptoma do carrapato das espédislyomma
sculptum(complexocAmblyomma cajennensem resposta a infec¢cao g®ramblyommatisu
ndo em ambos, os 6rgdos intestino e ovarios. Para este carrapato utilizamos dos dados do
intestino SRR3198618 (infectado) e SRR3120106 (ndo infectado), e dos dados dos ovarios
SRR3198621 (infectado) e SRR3126275 (ndo-infectado) pertencentes ao bio projeto nimero
de acess®RINA309641ID: 309641 (MOREIRA, 2016).

Além destes transcriptomas, foram adotados também os dados de RNA-seq do carrapato
da espéciesA. sculptumem resposta a infeccdo p&. rickettsii no intestino, sendo
SRR4277085 (infectado) $RR4277087 (ndo infectado) pertencentes ao bio projeto numero
de acesso PRINA343654/D: 343654 (ESTEVES et al., 2017), e da espéaigblyomma
aureolatumem resposta a infeccado @®r rickettsiiem glandula salivar, sen@®®RR4301110
(infectado) e SRR4301100 (ndo infectado) e do intestino, sendo SRR4301120 (infectado) ¢
SRR4301108 (nao infectado) pertencentes ao bio projeto nimero de acesso PRINA344771ID:

344771 (MARTINS et al., 2017)

3.6.1 Analise e controle da qualidade dos dados do sequenciamento

Os dados brutos de RNA-seq foram destinados ao controle de qualidade para a remocao de
adaptadores e sequéncias de baixa qualidade aumentando assim, a confiabilidade dos
resultados, utilizando do aplicativo FastQC 0.11.5

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fa3{@MNDREWS, 2010) para analise

de qualidade (Figura )2
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Figural2 Fluxograma para as analises de qualidade dos dados brutos dos transcriptcanapetos
Amblyommeaspp. infectados ou ndo pRickettsiaspp., fazendo o uso do aplicativo FastQc 0.11.5. Destaque
para os parametros avaliados dos sequenciamentos.

Analise
de Qualidade
dos dados brutos

d 5

| A. sculptum |A. aureolatuml

R. rickettsii

R. amblyommatis

"""""""" P |
|
: I | E I. ; l
| |
Y 4 ® 4 ¢ o & Q
SRR3198621 | SRR3126275 | SRR3198618 | SRR3120106 | SRR4277087 | SRR4277085 | SRR4301120 | SRR4301108 | SRR4301110| SRR4301110
(infectado) |(ndo infectado)| (infectado) |(ndo infectado)|(ndo infectado)| (infectado) (infectado) |(n&o infectado)| (infectado) |(nao infectado)
[ ]
Y ¥ *lvvl* ) 2 /
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‘ ! v
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na figura 12, verificaseo fluxograma contendo os passos para a analise de qualidade e
controle de dados de RNA-seq. Dessa forma é possivel avaliar o namero de ciclos de
sequenciamento que amplificaram através do gréaficeedalLenghtaonde temos a média de
posicdo com o valor dehred que analisa a mediana do coeficiente de variagdo possuindo a
tendéncia de piorar a qualidade do sequenciamento na medida que avanca ao longo do eixo da
posicdo de cada base. No entanto, nem todas as posi¢coes estdo presendeseecorre 1ogo

depois ddorward, sendo geralmente pior.
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Através do gréfico déleatmap apresentando no eixo x a posi¢ao da base na lamina e
no eixo y a posicao da lamina, pudemos avaliar a qualidade do sequenciamento por po¢o na
lamina, de forma que a cor azul escuro indica que néo tem variacao de fluorescéncia, enquanto

as partes de cor amarelo e vermelho indicam mais de uma fluorescéncia podendo haver erros.

A Média da qualidade por sequéncia, a qualidade das bases que entrou: saber se algum
dos reagentes tinha defeito (inicio ruim) adaptador presente, a mensuracao do contetdo de G+C
através da equacao Conteudo teérico = média/desvio padrédo, o Conteudo real, sendo necessario
entender o Contetdo de base N, de forma que, ndo saber qual nucleotideo é um indicio de

contaminacgao, podendo ser DNA de outro organismo, ou quantidade inferior ao desejado.

Nesta analise espera-se que a distancia do tamanheadis®steja certa conforme a
escolha do sequenciador. Pode-se também, avaliar o nivel de duplicacdo de sequéncia, de forma
que o transcriptoma pode teeads muitos repetidas. Nisto, espera-se encontrar regiées
duplicadas que € indicio que teve controle da expressdo génica. Além disso, em amostras de
sequéncias duplicadas avalia-se a existéncia de adaptador e através do corKetelpale

seja, o numero de sequéncias definidas na busca indica quanto de sobreposicéo de bases ocorre.

Sendo assim, o valor d&mer baixo, indica qudo facil serd& a montagem do
transcriptoma, havendo a chance de artefatos na medida que aufder@acomo ocorre no
final da sequéncia. Para mais informagbes o tutorial pode ser acessadiok no

(https://www.mybiosoftware.com/fastqc-0-10-0-quality-control-tool-high-throughput-

seguence-data.htjnl

Com a finalidade de avaliarmos a qualidade do sequenciamento das sequéncias RNA-
seq para dados de carrapaosblyommaspp. infectados ou ndo por espécieRid&ettsiaque
infectam carrapatos, em diferentes 6rgados com o uso do aplicativo Fastqc 0.11.5 desenvolvemos

o0 script abaixo:

#!/bin/bash

#diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=900mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a - abortdegin; e - end
#PBS -M (email)

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega os médulos

module load fastqc/0.11.5
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fastqc (arquivo 1a)
fastgc (arquivo 1b)
#Fim do Script

Nestescript pbs, os pares de arquivos a-b contém os dados de RNA-seq provenientes
de diferentes 6rgéos de espécies de carrmpatblyommaspp. infectados pdrickettsiaspp.
ou nado, submetidas a analise de qualidade do sequenciamento com o uso do aplicativo Fastqc

0.11.5. Os arquivos de saida contémeaslse oslinks dos parametros avaliados.

3.6.2 Analise de qualidade e trimagem de dados do sequenciamento

Para a andlise de trimagem e qualidade réasls do sequenciamento, fez-se o0 uso do
Trimmomatic 0.36 lttp://www.usadellab.org/cms/?page=trimmoma(BOLGER; LOHSE;
USADEL, 2014) e em seguida o FastQC 0.11.5 novamente (ANDREWS, 2010). Dessa forma,

realizamos a andlise de trimagem das sequéncias e a remocdo de adaptadores dos dados do

sequenciamento dos transcriptomas de carrapatos medindo diversos parametros {Figura 13
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Figural3 Fluxograma contendo os passos conseguintes para analise de qualidadesdbsuttzgle trimagem de
transcriptoma utilizando do software Trimmomatic 0.36 e em seguida novanfesseQC 0.11.5. Destaque para
0s parametros avaliados da trimagem.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 13, verifica&e 0s passos para a analise de trimagenrekds através do
aplicativo Trimmomatic 0.36 com os parametros avaliados. Este aplicativo utiliza de linguagem
Java, sendo util na trimagem de dados de transcriptomas, podendo trabalhar com arquivos de
RNA-seq em formatgair end (Pe) e ou single end(Se), variando conforme o tipo de
sequenciament@® comando valor de Phred33 reconhece o sequenciador lllumina. Através do
comando llluminaclip:TruSeq3-PE.fa:2:30:10, estabeleceram as seguintes func¢des: reconhecer
polimorfismo de duas posi¢c6€®”, cortar regides palindrdbmeas que possuem matches perfeitos

“30” e remover as sequéncias de adaptadores:
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>PrefixPE/1
TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
>PrefixPE/2
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
>PE1
TACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT
>PE1_rc
AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTA
>PE2
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT
>PE2_rc
AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC

Os comandos LEADING:& TRAILING:3, designaram a funcdo para a retirada de
nucleotideo do inicio e do final, apdés a remocdo dos adaptadores, enquanto o comando
SLIDINGWINDOW:4:15, designou a funcdo para determinarmos a qualidade média das
posicdes (janela deslizante), avaliando o valgshdeda cada 4 em 4 nucleotideos cphred
= 15. O comando MINLEN:50 é um valor atribuido do tamanho minimo paraeadaer

significativa.

Para mais informacdes a respeito do uso do aplicativo Trimmomatic 0.36, o tutorial

pode ser acessado Ik (http://gensoft.pasteur.fr/docs/Trimmomatic/0)3&om a finalidade

de avaliarmos a qualidade do sequenciamento, com a remocao de adaptadores e a trimagem das
sequéncias de RNA-seq para dados de carrapaddyommasspp. infectados ou nao por
espécies dRickettsiague infectam carrapatos, em diferentes 6érgdos com o uso deste aplicativo

desenvolvemos script abaixo:

#!/bin/bash

#diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job

#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=6gb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a - abort;degin; e - end

#PBS -M (email)

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento aeddubs

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega os modulos

module load trimmomatic/0.36

java -jar ${TRIMMOMATIC_PREFIX}/trimmomatic.jar SE -phred33 (arquivo) larquivo de saida 1b)
ILLUMINACLIP:TruSeg3-PE.fa:2:30:10 LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15
MINLEN:50

java -jar ${TRIMMOMATIC_PREFIX}/trimmomatic.jar SE -phred33 (arquivo 2a) (avqude saida 2b)
ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15
MINLEN:50

java -jar ${TRIMMOMATIC_PREFIX}/trimmomatic.jar PE -phred33 (arquivo 3a) (avouia) (arquivo
de saida pair 3b) (arquivo de saida Unpair 3c) (arquivo de saida p@rglbvo de saida Unpair

4c) ILLUMINACLIP:TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15
MINLEN:50

#Fim doscript
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Nestescript pbs, 0s arquivos la e 2a contém os dados brutos de RNA-seq para as
sequéncias de transcriteggle endprovenientes do sequenciamento de transcriptoma de
espécies de carrapatdsmblyommaspp. infectados e néo infectados por espécies de bactéria
Rickettsiaspp. Para ilustrar, os arquivos 3a e 4a se referem aos dados brutos de RNA-seq para
as sequéncias deanscritos pair endprovenientes do sequenciamento de transcriptoma do
carrapato. Nisto, tanto para dadaosyle encbupair enda andlise de trimagem dasadsforam
realizadas através do aplicativo Trimmomatic 0.36. Os arquivos de saida 1b e 2b contém as
readstrimadas em formato Fastq para os dagilogle endenquanto os arquivos de saidac3b-

e 4b-c, contém agadstrimadas em formato Fastq para os dguisend

Fastqc_Trimmomatic

Com a finalidade de avaliarmos a qualidade ré@sls provenientes do sequenciamento de
RNA-seq ap0s a analise de trimagem com a retirada de possiveis adaptadores com uso do
Trimmomatic 0.36, fizemos o uso do aplicativo Fastqc 0.11.5. Para isto, desenvolgeniyts o

abaixo:

#!/bin/bash

#diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=2,mem=300mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a - abort;degin; e - end
#PBS -M (email)

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento deddulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega os modulos

module load fastqc/0.11.5

fastqc (arquivo 1a)

fastqc (arquivo 1b)

#Fim do Script

Nestescript pbs, os arquivos 1la-b conténré@adsprovenientes dos dados de RNA-seq
trimadas com os possiveis adaptadores removidos com o uso do aplicativo Trimmomatic 0.36.
Em seguida estas sequéncias foram sublasatovamente a andlise de qualidade através do
aplicativo Fastqc 0.11.5, gerando os arquivos de sadi@ndo asreads e oslinks dos

parametros avaliados.
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3.6.3 Montagem de novo das sequéncias de dados de RNA-seq

Para a montagem de novo utilizou-se do aplicativo  Trinity 2.5.1
(https://github.com/trinityRNA-sea/trinityRNA-seq/wk{(GRABHERR et al., 2011), apds a
remocao dos adaptadores das sequéncias brutas e a seleeddstasn alta qualidade (Figura
14).

Figural4 Fluxograma para a montagem “de nov@ dos dados trimados e de boa qualidade dos transcriptomas de
carrapatosAmblyommaspp. infectados ou ndo pe®ickettsiaspp., fazendo o uso do aplicativo Trinity 2.5.1
Destaque para os parametros avaliados do sequenciamentos.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 14, verificae 0os passos para a analise“deontagemde novd dasreads
através do aplicativo Trinity 2.5.1 com os parametros de construcdo. Este aplicativo pode
trabalhar com arquivos de RNA-seq em formaaor end(Pe) e owingle end(Se), variando

conforme o tipo de sequenciamento.

Para mais informacdes a respeito do uso do aplicativo Trinity 2.5.1, o tutorial pode ser
acessado ndink (https://github.com/trinityRNA-seq/trinityRNA-seq/wiki/Running-Trinjty
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Com a finalidade de montarmosraadsdo sequenciamento pela analise da montagem de novo
de dados e RNA-seq para os carrapatdsblyommaspp. infectados ou ndo por espécies de
Rickettsia que infectam carrapatos, em diferentes 6rgdos com o0 uso deste aplicativo

desenvolvemos script abaixo:

#!/bin/bash

#diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job

#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=15,mem=15gb,walltime=72:00:00

#PBS -q gtime

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a - abort; b - begin; e - end

#PBS -M (email)

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega os modulos

module load trinity/2.5.1

module load perl/5.26.1

cd $PBS_O_WORKDIR

perl STRINITY_HOME/Trinity.pl--seqType fg-max_memory 15Gsingle (arquivo 1a}CPU $PBS_NP
—output (arquivo de saida pasta 1 montagem-kKMER_SIZE 23 1>(arquivo de saida 1b)

perl STRINITY_HOME/Trinity.pl--seqType fg-max_memory 15Gsingle (arquivo 2a}CPU $PBS_NP
—output (arquivo de saida pasta 2 montade2)---KMER_SIZE 23 1>(arquivo de saida)2b
SRR4301120_1.trinity.k23.txt

#Fim doscript

Nestescript pbs, 0s arquivos la e 2a contém as sequénciasatisprovenientes do
carrapato infectados ou ndo pela bactéria, em forsiatpe end obtidas apds a anélise de
trimagem adotando o valor gdared= 15 com o uso do aplicativo Trimmomatic 0.36, para
serem submetidas a montagem de novokoer= 23 comaobtencdo das sequéncias de RNA
com o uso do aplicativo Trinity 2.5.1. Os arquivos de saida pasta 1 e 2 sdo os consoles que
receberam os arquivos trinity.Fasta contendo as sequéncias de RNA montadas. Os arquivos de
saida 1b e 2b conténs cesultados do algoritmo do aplicativo Trinity 2.5.1 em formata Txt

Apo6s montagem da®ads, 0s arquivos de saida 1b e 2befareferéncia e fornecem dentro
dos consoles, os arquivos com as sequéncias de RNA em formato Fasta.

3.6.4 Célculo dos niveis de abundéancia da transcricdo

Os transcritos montados foram alinhados para o calculo dos niveis de abundéancia da transcricao
de modo a avaliar as mudancas de expressao génica utilizando o aplicativo Kallisto 0.43.0
(https://pachterlab.github.io/kallish)o(BRAY et al., 2016) nos érgdos internos com ou sem a

infeccdo (Figura 15).
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Figural5Fluxograma para o célculo dos niveis de abundancia da transcricdo pararasaedadkNA montadas
dos transcriptomas de carrapatasmblyommaspp. infectados ou ndo p&ickettsiaspp., fazendo o uso do
aplicativo Kallisto 0.43.0. Destaque para os parametros avaliados dos sequenciamentos.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 15, verifica&e os passos para o0 calculo dos niveis de abundancia da
transcricdo por meio do uso do aplicativo Kallisto 0.43.0 com os parametros da analise. Este
aplicativo pode trabalhar com arquivos de RNA-seq em forpaitaend(Pe) e owsingle end
(Se), variando conforme o tipo de sequenciamento. Para mais informacdes a respeito do uso do
aplicativo  Kallisto 0.43.0, o tutorial pode ser acessado  nlnk

(https://pachterlab.qgithub.io/kallisto/start)ng

Com a finalidade de realizarmos o calculo dos niveis de abundancia da transcricdo das
readsmontadas para os dados de RNA-seq de carrapatbyommaspp. infectados ou néo
por espécies dRickettsiaque infectam carrapatos, em diferentes 6rgdos com o uso deste

aplicativo desenvolvemosseript abaixo:
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#!/bin/bash

#diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job

#PBS N (home do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=2,mem=2gb,walltime=72:00:00

#PBS -q gtime

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a - abort;degin; e - end

#PBS -M (email)

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega os modulos

module load kallisto/0.43.0

kallisto quant-index (arquivo de saida trseriptoma.idx 2a)-output-dir (arquivo pasta de saida-a)
bootstrap-samples 106single -1 200 -s 20 (arquivo 1a)

kallisto quant-index (arquivo de saida trseriptoma.idx 2b)--output-dir (arquivo pasta de saida-b)
bootstrap-samples 106single -1 200 -s 20 (arquivo 1b)

#Fim doscript

Nestescript pbs, os arquivos 1a e 1b contém as sequénciagsaldsprovenientes do
carrapato infectados ou ndo pela bactéria, em forsiatpe end obtidas apds a anélise de
qualidade e trimagem adotando o valoptieed= 15 com o uso do aplicativo Trimmomatic
0.36 e do Fastqc 0.11.5. Os arquivos de saida, pasta a e b sdo os consoles que receberam 0s
arquivos transcriptoma.idx 1b e 2b contendoesultados do algoritmo do aplicativo Kallisto
0.43.0, os quaforam utilizados para indexar os arquivos Trinity.Fasta a todo o transcriptoma

para este conjunto de dados.

3.6.4.1 Indexacédo das sequéncias de RNA com o transcriptoma

Com a finalidade de realizarmos a caloailibtencéo dos niveis de abundancia da transcricao
dasreadsmontadas para os dados de RNA-seq de carrafatbsyfommaspp. infectados ou

nao por espécies drickettsiaem diferentes 6rgaos, realizamos a indexacdo dos arquivos de
saida contendo as sequéncias de RNA em formato Fasta, obtidas com o uso do Trieity 2.5.1
0s arquivos transcriptoma.idx, obtidos com o uso do aplicativo Kallisto 0.43.0, desenvolvemos

0 script abaixo:

#!/bin/bash

#diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N index.pbs

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=3gb,walltime=72:00:00

#PBS -qg gtime

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a - abort;egin; e - end

#PBS -M (email)

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos
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source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega os médulos

module load kallisto/0.43.0

#indexado o Trinity.Fasta com o todo sariptoma

kallisto index i (arquivo T transcriptoma.idx) (arquivo 1b Trinity.Fasta)
#Fim doscript

Neste script pbs, o arquivo la se refere ao transcriptoma.idx, obtido com uso do
aplicativo Kallisto 0.43.0. Estes arquivos foram indexadosarquivo 2b, que contém as
sequéncias de RNA em formato Fasta obtidas com uso do Trinity 2.5.1. Nos arquivos de saida
para esta andlise, foram originados trés arquivos de saida para cada conjunto de dados de
transcriptoma deAmblyommaspp. infectado e nédo infectado por espéciesRubkettsia

contendo em especial os valores dos niveis de abundancia dos transcritos.

3.6.5 Integragéo das sequéncias dos transcritos nos interatomas

Paraa analise da expressao diferencial por meio do calculo dos valoriedddehangee
averiguacao da regulacdo da expressao dos transcriptomas montados utilizamos das proteinas
de carrapato da espédiescapularis,com as quais formaram pares de interacdo de proteinas
comR. amblyommatisbtidos anteriormente com a construg¢éo dos interatomas e da anélise de

averiguacao de ontologia genética e visualizacdo das redes.

Com isto, averiguamos as sequéncias por analise de similaridade fazendo o uso do
TBLASTN, adotando as sequéncias de proteinas do carrapato presentes nos interatomas de
membrana, em especial aquelas, que participam de modulos funcionais significativos: secrecéo,
transporte, fosforilacdo, metilacdo, defesa contra virus, oxidacao e protedlise. Estas sequéncias
de proteinas dd. scapularis foram extraidas dos dados suplementares (S19) sbtida
anteriormente com uso do aplicativo Cytoscape 3.6.0, e foram submetidassa este
multialinhamentos de sequéncia contra as sequéncias de RNA em formato Fasta (Dados néo
publicados) obtidas com o uso do aplicativo Trinity 2.5.1.

Dessa forma, obtivemos em parte o interatoma funcional putativo para as espécies de
carrapatof\mblyommaspp. adotando as sequéncias tdanscriptomas montados similares as
sequéncias de proteinas de carrapato da espé&zapularispresentes nos interatomas de
proteinas de membrana. Para esta finalidade desenvolveswgitssabaixo:

#!/bin/bash
#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job



133

#PBS -N tblastn_protein.ixodes.interaction.rick.amb_vs_transcriptomas.pbs
#PBS -l nodes=1:ppn=6,mem=1gb,walltime=72:00:00

#PBS -q gtime

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsdijt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

#Carrega o médulopt-python

blastall -p tblastni{arquivo 1a) -d (arquivo 2a) -a 6 -b 1 -F T -nogarquivo de saidaa)
blastall -p tblastni{arquivo 1b) -d (arquivo 2b) -a 6 -b 1 -F T -mdB(arquivo de saidab)
INPUT_FILE_1="(arquivo &)"

INPUT_FILE_2="(arquivo b)"

INPUT_FILE_3="(arquivo 2a)"

INPUT_FILE_4="(arquivo 2b)"

OUTPUT_FILE_1="(arquivo 3a)"

OUTPUT_FILE_2="(arquivo 3b)"

INPUT_FILE_a&"(arquivo de saida 3a)"

INPUT_FILE_b="(arquivo de saida 3b)"

OUTPUT_FILE_&"(arquivo 4a)"

OUTPUT_FILE_b="(arquivo 4b)"

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_a} > ${OUTPUT_FILE_a}

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_b} > ${OUTPUT_FILE_b}

#-n (nucleotideo - bases nitrogenadas)

#-p (proteinas - aminoé&cido)

#-i (arquivo de entrada)

#-d (database formatado)

#-a6 (nimero de processadores. Quando coloca o -a tem que colocar@mieseno de processadores)
#-m 8 (saida tabulada)

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar médulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<$file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $id;

my $confianca;

my $identidade;

my S$idblast;

my $evalue;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){
chomp ($linhas [$i]);

my @colsl = split ("\t", $linhas[$i]);
#print "$cols1[0]\n";

#pega a primeira coluna

$id = $cols1[0];

#pega a segunda coluna

$idblast = $cols1[1];

#pega a quarta coluna

$confianca = $cols1[2];

#pega a decima primeira

$evalue = $cols1[10];
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#pega a decima segunda coluna

$identidade = $cols1[11];

if ($cols1[2] >= 70 && $cols1[10] <= 0.0001){

print "$cols1[0]\t$cols1[1]\tScols1[2]\t$cols1[10]\n";
}

}

No script pbs, o arquivo la se refere as sequéncias de proteinas do carrapato da espécie
I. scapularisobtidas através dos interatomas, em especial as, que constituiram os maddulos
funcionais significativos (Dados suplementares S19), sendo submetidas ao TBLASTn contra
0S arquivos 2a e 2b contendo as sequéncias de RNA de transcritos em formato Fasta (Dados
nao publicados), obtidas para cada conjunto de dados, infeetg@lmsfectados pdrickettsia

spp., respectivamente.

Os arquivos de saida 3a e 3b contém os resultados do alinhamento com os parametros
avaliados (Dados néo publicados). Com o usadlipt perl, adotando o nivel de confianca
>=70 e identidade >= 0,0001, filtramos as sequéncias similares. Nos arquivos de saida 4a e 4b,
encontram-se os resultados dos alinhamentos com uso do TBLASTn para a similaridade das
sequéncias de transcritos dos dados de transcriptoma infectados e néo infectados para espécie
deAmblyommapp. e seus 6rgaos, para o conjunto de proteifasaipularisde seis médulos

funcionais significativos.

3.6.5.1 Andlise da abundéncia e niveis de expressao da transcricdo

Para analise de expresséo diferencial foram adotados os resultados obtidos com uso do
TBLASTnN para a analise de similaridade, tratando-se dos arquivos dos dados suplementares
S35ab-S39ab contendo os IDs das sequéncias de proteinas similares do carrapato tHa espécie
scapularise das sequéncias de RNA obtidas, anteriormente com o0 uso do Trinity 2.5.1. Com o
uso destes arquivos, foram obtidos os dados dos transcriptomas integrados aos interatomas de

membrana e ort6logos.

Nisto, foram obtidos os resultados da TPM para estes transcritos e as proteinas similares
por meio de um filtro contra os arquivos contendo os dados suplementaresSS&flab-
obtidos anteriormente conforme os dados de transcricdo e o uso do aplicativo Kallisto 0.43.0
Para esta finalidade desenvolvemosa@#ts abaixo:

#!/bin/bash
#diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
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#PBS N (home do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=3g,walltime=72:00:00

#PBS -q gtime

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsdijpt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

#tnblast_trinity

INPUT_FILE_1la="(arquivo 1a)"

INPUT_FILE_1b="(arquivo 1b)"

INPUT_FILE_2&"(arquivo 2a)"

INPUT_FILE_2b="(arquivo 2b)"

#Resultado

OUTPUT_FILE_1&"(arquivo de saida 1a)"

OUTPUT_FILE 1b="(arquivo de saida 1b)"

OUTPUT_FILE 3a="(arquivo de saida 3a)"

OUTPUT_FILE 4&="(arquivo de saidda) teste_module4_vs mg_fold.change.txt"

cat ${INPUT_FILE_1a} | awk -F "\t" {print $1"\t"$2}' | sort | uniq > ${OUTPUT_FILEa}
cat ${INPUT_FILE_1b} | awk -F "\t" {print $1"\t"$2}' | sort | uniq > ${OUTPUT_FH1h}
cat ${OUTPUT_FILE 1a ${OUTPUT_FILE_1b} | sort | unig >> ${OUTPUT_FILE3g}
perlscriptabundance2.pl ${OUTPUT_FILBa} ${INPUT_FILE_2a ${INPUT_FILE_2b} >
${OUTPUT_FILE 44

#Fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar os moédulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
#arquivo sem redundancia "abundance_total_id_non_red.txt"
my $file = SARGVI[0];

open ARQUIVO,"<%file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#arquivo completo "ov_inf"

my $filel = SARGV[1];

open ARQUIVO,"<$filel";

my @linhasl = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#arquivo completo "ov_non"

my $file2 = $SARGV[2];

open ARQUIVO,"<$file2";

my @linhas2 = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

#Percorre abundance_total_id_non_red
my $id_abundance;

my $id_mid_inf;

my $tpm_mid_inf;

my $id_mid_non;

my $tpm_mid_non;

#Abrindo a linha

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; Si++ ){
chomp ($linhas[$i]);

my @cols = split ("\t", $linhas[$i]);
#pega a primeira coluna
$id_abundance = $cols[1];
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# print "$linha[0]n"

for (my $j = 0; $j <= $#linhasl; $j++ )}
chomp ($linhas1[$j]);

my @colsl = split ("\t", $linhas1[$]]);
#pega a primeira coluna

$id_mid_inf = $cols1[O];

#pega a quinta coluna

$tpm_mid_inf = $cols1[4];

if ($cols1[0] eq $cols[1]}

#print "$cols1[0]\t$cols1[4]\n";

for (my $v = 0; $v <= $#linhas2; $v++ )}
chomp ($linhas2[$v));

my @cols2 = split ("\t", $linhas2[$v]);
#pega a primeira coluna

$id_mid_non = $cols2[0];

#pega a quinta coluna

$tpm_mid_non = $cols2[4];

if ($cols2[0] eq $cols[1]}{

#print "$cols2[0]\t$cols2[4]\n";

if ($cols1[0] eq $cols[1]) && ($cols2[0] eq $cols[1])H
print "$cols[0]\tScols[1]\tScols1[4]\t$cols2[4]\n";
}

}

}
}
}
}
#Fim doscript

No scriptpbs, os arquivos 1la e 1b cémtuma lista de IDs das proteinasldscapularis

para 0os modulos funcionais significativos provenientes do interatoma de proteinas de
membrana e ortélogas e dos IDs provenientes das sequéncias de RNA do Trinity 2.5.1. com 0s
quais foram similares para cada conjunto de transcriptoma montados do c#&mnalpigtimma

spp. infectados e nédo infectados Bickettsiaspp. Dessa forma, obtivemos os IDs para 0s
dados do transcriptoma montados infectados e ndo infectados. Para a integracéo dos dados, cada
par de ID das proteinas ticscapularis que possuem ID similares referentes as sequéncias de
transcritos montadas, foram concatenados gerando uma lista de coluna Unica com apenas uma

linha para cada identificador de proteina, gerando o arquivo de saida 3a.

Os resultados preliminares, obtidos pelo uso do alinhamento mdltiplo adotando o
TBLASTNn, demonstraram a possibilidade da ocorrénciasplce alternativo durante
transcricdo para as proteinas do carrapato como ocorre para eucariotos. Devido a isto, temos
ocorréncia d mais de uma sequéncia de transcrito, sendo expresso para uma mesma sequéncia
de proteina do carrapato. Apoés isto, swript perl, chamado dentro dscript pbs, foi
programado para filtrar o arquivo de saida 3a nos arquivos 2a e 2b contendo os IDs de
identificagcdo das sequéncias de RNA e os valores de TPM dos transcritos obtidos com o uso do

aplicativo Kallisto 0.43.0, anteriormente.
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A integracdo dos dados do transcriptoma as proteinas presentes nos médulos funcionais
do interatoma de membrana, gerou um arquivo de saida 4a contendo os IDs para cada uma das
sequéncias de proteinas do carrapaszapulariscom seus pares de IDs das sequéncias de
RNA similares e os valores de TPM dos transcritos. Apos a obtencao destes arquivos contendo
os IDs de identificacdo das proteinasldscapularis os IDs de identificacdo das sequéncias
de RNA provindas dos transcriptomas Al@blyommaspp. obtidas com o uso do Trinity,
contendo os valores de TPM para cada transcrito, foram calculados os valotdsctange

com o uso de graficos construidos no aplicativo do Excel.

Com isto, foi realizado a divisdo dos valores de TPM para os dados de transcritos em
condicOes de infec¢gOes sob os dados de transcritos em condi¢cdes de ndo infeccdo. Esta divisao

pode ser obtida com a férmula:

TPMip¢

Fold change = ———
9 = TPMypns

ApOs logaritmizar os valores deld changena base Log2, foi realizado o calculo da
média para estes valores quando mais de uma sequéncia de transcrito foram similares e obtidas
para uma mesma sequéncia de proteinas do carrhpat@apularis. Logo em seguida,
averiguamos se 0s transcritos sao regulados de forma positiva quando os vabddeshdage
log2 >= 1, e se regulados de forma negativa quando os valdi@d deangdog2 <= -1.

3.7 Evolucao de proteinas ortélogas e de membrana

Para analise filogenética das sequéncias de proteinas de menalaspeciHR. amblyommatis

que interagem entre as sequéncias de proteinas do carrapato dalespépidaris,foram
adotados o multialinhamento de sequéncias com o uso do BLASTP contra as sequéncias
proteicas de aminoacidos provenientes de 75 genomas de bactérias intracelulares obrigatérias,
que infectam artrépodes, obtidas de depdsitos no banco de dadsesmbl
(http://bacteria.ensembl.ojd/Tabela 3.
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Tabela 3 Espécies dRickettsia, estirpese seus genomas de referéncia contend® ssaxonémicos.

- . ID
Espécie Estirpe Genoma Taxondmico
A. phagophitophilum - AnapV1 948

E. chafeensis Heartland ASM63281v1 1249651
N. risticii lllinois ASM2252v1 434131
0. tsugamuch Karp ASM96458v1 1359185
R. africae ESF-5 ASM2300v1 34755
R. akari Hartford ASM1820v1 293614
Ac/Pa ASM96467v1 1359164
R. amblyommatis Darkwater ASM96499v1 1359166
GAT-30V ASM28405v1 1105111
R. argasii T170-B ASM96518v1 1268837
R. asemboensis - ASM82812v2 1068590
R. australis Cutlack ASM28415v1 1105110
OSU 85-389 ASM1824v1 391896

R. belli RML369-C ASM1238v1 336407
RML An4 ASM96500v1 1359193
RML Mogi ASM96504v1 1359194
R. buchneri - REISMNv1 1462938
R canadenses CA4_10 ASM28391v1 1105107
McKiel ASM1434v1 293613

R. conorii Malish 7 ASM702v1 272944
I. pacificus ASM96515v1 1133329

R. endosymbiont I. scapularis ASM16073v1 444612
P. fluctus ASM160263v1 1462733

- ASM80450v1 42862
R felis LSU‘ ASM80452v1 1359195
Pedreira ASM96466v1 1359196

URRWXCal2 ASM1214v1 315456
R. heilongjiangensis 54 ASM22120v1 1032845
R. hoogstraalii RCCE3 ASM96484v1 1359197
R. japonica YH ASM28359v1 652620
R. massiliae MTU5S ASM1662v1 416276
AZT80 ASM28385v1 1105112

R. monacensis - RMONA 1 109232
R. montanensis OSU 85-930 ASM28417v1 1105114
AT#24 ASM96507v1 1359202
R. parkeri Grand Bay ASM96508v1 1359203
' Portsmouth ASM28419v1 1105108
Tate's Hell ASM96514v1 1359189

R. peacockii Rustic ASM2152v1 562019
R. philipii 364D ASM28399v1 481009
Breinl ASM36740v1 1290428
BuV67-CWPP ASM27720v1 1105096
Cairo 3 P_2008 03 27 11 29 25 runAssembly 1290430
Chernikova ASM27716v1 1105094
Dachau ASM27722v1 1105097
R. prowazekii GvF12 P_2008 04 01 09 56_31 runAssembly 1290429
' Gvv257 ASM27724v1 1105098
Katsinyian ASM27718v1 1105095

Madrid E ASM19573v1 272947
NMRC Madrid E ASM36390v1 1290427

Rp22 ASM2278v1 449216
RpGvF24 ASM27726v1 1105099

R. raoultii - ASM94095v1 369822

- ASM144247v1 33992
R. rhipicephali 3-7-female6-CWPP ASM28407v1 1105113
Ect ASM96490v1 1359199
Arizona ASM28379v1 1105105
Brazil (RPN) ASM28395v1 1105104
Colombia ASM28377v1 1105102
Hauke ASM28383v1 1105103
R. rickettsii Hino ASM28381v1 1105100
' Hip#2 ASM28393v1 1105101
lowa ASM1744v3 452659
Morgan ASM83154v1 1337396
R ASM83152v1 1338411

Sheila Smith' ASM1822v1 392021

R. sibirica 246 ASM16693v1 272951
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R. slovaca 13B ASM23784v1 941638

D-CWPP ASM25236v1 1105109

R. spp Wb ASM170792v1 1851512

B9991CWPP ASM27730v1 1003202

R. typhi TH1527 ASM27728v1 1003201

Wilmington ASM804v1 257363

W. endosybiontic C.quinquefasciatu§HB ASM15673vl 569881
W. pipientis - ASM175266v1 955

Na Tabela 3verifica-se 0os nomes das espécieRakettsia que possuem o genoma

sequenciado e proteoma predito com o0 niumero de acessonomyiD.

Neste sentido, com a finalidade de avaliarmos as sequéncias de proteinas de membrana
de R. amblyommmatigjue interagiram com as sequéncias de proteinas do cardapato
scapularis quanto as caracteristicas evolutivas e filogenéticas, desenvolvensisips

abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job

#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=20mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretdrio de onde foi submetsobwijt

cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

#Carrega o médulopt-python

blastall -p blastpi{arquivo 1a) -d (arquivo 2a) -a 6 -b 1 -F T -m 8 -o (arq 3a)
#-n (nucleotideo - bases nitrogenadas)

#-p (proteinas - aminoé&cido)

#-i (arquivo de entrada)

#-d (database formatado)

#-a 3 (nimero de processadores. Quando coloca o -a tem que cateeamo nimero de processadores)
#-m 8 (saida tabulada)

#Fim doscript

Nestescript pbs, 0 arquivo 1a se refere as sequéncias de proteinas de memifitana de
amblyommatisque interagiram com as proteinas koscapularis Estas sequéncias de
aminoacidos de proteinas de membrana e ortdlogas foram submetidas a andlise de similaridade
contra 0s arquivos 2a das sequéncias de proteinas provenientes dos genomas de 75 espécies de
bactéria, incluindo 26 espécies Rekettsiaisoladas e reconhecidas de forma taxondmica
(PAROLA et al., 2013).

Com isso, foram realizados multialinhamentos de sequéncias com o uso do BLASTp,

gerando os arquivos de saida 3a, contendo os resultados destes alinhamentos para cada genoma.
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Tratamento BLASTp

Com a finalidade de avaliarmos a similaridade das caracteristicas evolutivas das proteinas de
membrana de ortélogos para a espétieamblyommati€ontra espécies drickettsiaque
infectam carrapatos, outras espécies do géRarkettsiaque infectam os insetos (pulga,
piolho, mosca e &caro), além de outras bactérias pertencentes as fRinkeitsides e
Anaplasméacen, apés a andlise de similaridade com o uso do BLASTp, foram adotados o nivel
de confianca >=70 e identidade 0,0001. Para isto desenvolversaspis abaixo:

#!/bin/bash

#Diretivas PBS. Especificam recursos que serao utilizados pelo job
#PBS -N (nome do job)

#PBS -l nodes=1:ppn=1,mem=20mb

#PBS -m ae

#mensagem sera enviada: a-abort; b-begin; e-end

#PBS -M (email)

#Altera o diretério corrente para o diretério de onde foi submetsobwijt
cd $PBS_O_WORKDIR

#Habilita o carregamento de médulos

source /etc/profile.d/modules.sh

module load perl/5.24.0

#Carrega o médulopt-python

INPUT_FILE_1="(arquivo 3a)"

OUTPUT_FILE_1="(arquivo 3y

perl scriptblast.cutoof.pl ${INPUT_FILE_1} > ${OUTPUT_FILE_1}
cat ${OUTPUT_FILE_1} | sort | unig >> ${OUTPUT_FILE_a}

#fim doscript

#!/usr/bin/perl

#carregar médulos:

use warnings;

use strict;

#carrega o arquivo e declara variaveis:
my $file = $ARGV[0];

open ARQUIVO,"<$file";

my @linhas = <ARQUIVO>;

close ARQUIVO;

my $id;

my $confianca;

my S$identidade;

my S$idblast;

my $evalue;

for (my $i = 0; $i <= $#linhas; $i++ ){
chomp ($linhas [$i]);

my @colsl = split ("\t", $linhas[$i]);
#print "$cols1[0]\n";

#pega a primeira coluna

$id = $cols1[0];

#pega a segunda coluna

$idblast = $cols1[1];

#pega a quarta coluna

$confianca = $cols1[2];

#pega a decima primeira

$evalue = $cols1[10];
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#pega a decima segunda coluna

$identidade = $cols1[11];

if ($cols1[2] >= 70 && $cols1[10] <= 0.0001){

print "$cols1[0]\t$cols1[1]\tScols1[2]\t$cols1[10]\n";
}

}

No script pbs, encontram as entradas para os arquivos de saida 3a, que se referem aos
resultados dos BLASTp para a similaridade das sequéncias de proteinas de membrana ort6logas
contra as proteinas provenientes de 75 genomas de bactérasigtiperl, chamado dentro
doscript pbs, foi programado para filtrar as sequéncias similares adotando o nivel de confianca
>=70 e identidade 0,0001. Os arquivos de saida 3b, foram concatenados, em especial os
resultados do alinhamento para as sequéncias de proteinas que constituem o interatoma de
proteinas de membrana & amblyommatisontra as sequéncias de proteinas similares

provenientes dos 29 genomas das espéciBiciettsia

Apos isto, utilizando do aplicativo MEGA 7.26 (KUMAR; STECHER; TAMURA,
2016) foram realizados mudltiplos alinhamentos de sequéncias com o aplicativo ClustalwW
considerando penalidade de 10 para regidoes de gap, 0,2 para regides de gap estendidas, e 4 para
regibes separadas entre gaps, adotando do métddaxitoum Likelihood Tre@U; LI, 1993)
para um teste filogenético com 1000 repetidimsts-trap(FELSENSTEIN, 1985).
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4 RESULTADOS
4.1 Construgao do interatoma geral

Para a construcdo do interatoma geral, realizamos diversos multialinhamento de sequéncias
visando uma analise de similaridade inicial para as proteinas provenientes dos genomas da
bactéria da espéciR. amblyommati®e do carrapato da espédie scapularis contra a
sequéncias depositadas nos bancos de dados do Peimap, Psimap, Pfam e String (Tabela 4-7
(Dados suplementares Slab-S4ab). A analise de similaridade buscou identificar as sequéncias
de proteinas presentes nos genomas destes organismos e 0s seus similares, que estavam

presentes nos bancos de dados do interatoma, conforme apresentado no Tépico 3.1.1.

4.1.1 Analise de similaridade das proteinas

Para as andlises de similaridade das proteinas destes organismos versus o banco de dados do
Peimap, com base nos valores de confianca e identidade do BLASVéhai® no arquivo de

saida e 1Ds de identificacdo das sequéncias e os seus similares, além dos IDs de identificacao
(PEIL) referentes ao banco do Peimap. Neste banco, as sequéncias de proteinas com este
identificador possivelmente possui um par de interacdo ou mais, e supostamerde teve

validacdo da interagdo comprovada por métodos bioquimicos e moleculares (J.abela 4

Tabela 4 Resumo dos resultados das andlises de similaridades entre as sequéncias de @ratebes d
organismosR. amblyommatisl. scapularis utilizando do BLASTP contra as sequéncias de proteinas depositados

no banco de dados do Peimap.

Similaridade ID_proteina ID_proteina_Peimap Confianca>=70]| ldentidade<=1&0
KJV61003.1 PEI_820920N 98.08 0.0
KJV61004.1 PEI_389750N 95.48 3e133
R. amblyommatis KJV61005.1 PEI_1012609N 94.94 0.0
KJV61007.1 PEI 964375N 97.46 0.0
KJV61010.1 PEl 1137377N 90.94 0.0
ISCWO000012-PA.1 PEl 1143549N 73.80 0.0
ISCW000014-PA.1 PEI_411930N 82.82 1e92
|. scapularis ISCW000018-PA.1 PEI_296080N 79.78 1le95
ISCW000018-PA.1 PEI_309886N 75.98 3e77
ISCW000067-PA.2 PEI_1099698N 80.00 lel2

Na Tabela 4, verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares
de proteinas similares encontrados no banco de dados do interatoma do Peimap. As andlises de

similaridade contra as proteinas do banco de dados do Peimap para as proté&nas de
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amblyommatigDados suplementares §leomo para d. scapularis(Dados suplementares

S1b, podendo ser acessados nekids.

Para as analises de similaridade das proteinas destes organismos versus o banco de
dados do Psimap, com base nos valoreE-@#aluedo PSIBLAST olivemos no arquivo de
saida s IDs das sequéncias de aminoacidass seus similares, além dos IDs das proteinas
referentes ao banco do Scop utilizado como base de dados do Psimap. Neste banco, as
sequéncias de proteinas com este identificador possivelmente possui um par de interacdo ou

mais, presente neste banco de interacdo de dominios estruturais de proteinas)(Tabela 5

Tabela 5 Resumo dos resultados preliminares das analises de similaridades entre as sezpéoiciasad de
ambos organismof. amblyommatie |. scapularis utilizando do PSIBLAST contra as sequéncias de proteinas

depositados no banco de dados do Psimap.

Similaridade ID_proteina ID_proteina_Psimap E-value<=0,0001
KJV61004.1 c.37.1.0 6e-36
KJV61004.1 c.37.1.12 le04
R. amblyommatis KJV61004.1 c.37.1.0 6e36
KJV61006.1 d.145.1.4 9e-19
KJV61011.1 d.218.1.8 1le36
ISCW000002-PA.1 d.26.1.1 9e-32
ISCW000003-PA.1 d.14.1.5 le21
I. scapularis ISCW000002-PA.1 d.26.1.1 9e-32
ISCW000003-PA.1 d.14.1.5 le21
ISCW000002-PA.1 d.26.1.1 9e-32

Na Tabela 5, verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares
de proteinas similares encontrados no banco de dados do interatoma do Psimap. As andlises de
similaridade contra as proteinas do banco de dados do Psimap para as protéinas de

amblyommatigDados suplementares Jamomo para d. scapularis(Dados suplementares

S2b, podendo ser acessados nekids.

Para as andlises de similaridade das proteinas destes organismos versus o banco de
dados do Pfam, com base nos valoregd@luedo HMM obivemos no arquivo de saida o
IDs das sequéncias de aminoacidas seus similares, além dos IDs das proteinas referentes
ao banco do iPfam utilizado como base de dados do Pfam. Neste banco, as sequéncias de
proteinas com este identificador possivelmente possui um par de interagdo ou mais, presente
neste banco de interagdo contendo motivos conservados e estruturas tridimensionais de

proteinas (Tabela)6
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Tabela 6 Resumo dos resultados preliminares das analises de similaridades entre as sezjpéoiciasad de
ambos organismo$}. amblyommati® I. scapularis utilizando do HMM contra as sequéncias de proteinas

depositados no banco de dados do Pfam.

Similaridade ID_proteina ID_proteina_Pfam | Bit scoree=70 E-value<=1e410
KJV61002.1 PF07690 146.6 7.9e43
KJV61003.1 PF12704 62.6 5.7e17
R. amblyommatis KJV61003.1 PF02687 50.9 1.6e13
KJV61004.1 PF00005 104.7 4.9e30
KJV61004.1 PF07066 15.9 0.0095
ISCWO000002-PA.1 PF00254 71.9 3.9e20

ISCWO000003-PA.1 PF00288 38.7 8e10

I. scapularis ISCWO000003-PA.1 PF08544 51.9 6.6e14
ISCWO000003-PA.1 PF10509 68.7 2.1e19
ISCWO000006-PA.1 PF02014 47.2 3.2e12

Na Tabela 6, verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares
de proteinas similares encontrados no banco de dados do interatoma do Pfam. As analises de
similaridade contra as proteinas do banco de dados do Pfam para as protelas de

amblyommatigDados suplementares §3omo para d. scapularis(Dados suplementares

S3bD, podendo ser acessados nekids.

Para as andlises de similaridade das proteinas destes organismos versus o banco de
dados do String, com base nos valores de identidade do BLASIM@mbs no arquivo de
saida s IDs das sequéncias de aminoacidass seus similares, além dos IDs das proteinas
referentes ao banco do String. Neste banco, as sequéncias de proteinas com este identificador
possivelmente possui um par de interacdo ou mais, presente neste banco de interacdo contendo

mapas funcionais de proteinas (Tabégla 7

Tabela 7 Resumo dos resultados preliminares das analises de similaridades entre as sespéoiciasad de
ambos organismo®. amblyommatis |. scapularis utilizando do BLASTP contra as sequéncias de proteinas

depositados no banco de dados do String.

Similaridade ID_proteina ID_proteina_String Identidade<=0,01
KJV61002.1 1001530.PMSV_1042 7e10
KJV61002.1 1001530.PMSV_4113 1e09
R. amblyommatis KJV61002.1 1005048.CFU_4229 5e-09
KJV61003.1 999541.bgla_1g27830 5e73
KJV61004.1 1001530.PMSV_623 2e54
ISCW000001-PA.1 6945.1SCW020438RA 9e09
ISCW000002-PA.1 1000565.METUNv1 03896 2e17
I. scapularis ISCW000003-PA.1 1001530.PMSV_1919 3e67
ISCW000003-PA.1 100226.SC03136 3e55
ISCW000003-PA.1 1005058.UMN179 01896 6e-59

Na Tabela 7, verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares

de proteinas similares encontrados no banco de dados do interatoma do String. As analises de
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similaridade contra as proteinas do banco de dados do String para as protelas de

amblyommas (Dados suplementares §4zomo para d. scapularis(Dados suplementares

S4bP, podendo ser acessados nekids.

Os resultados obtidos (Dados suplementares Slab-S4ab), revelaram a ocorréncia de
238, 1397, 1690 e 217668 sequéncias de proteinas para a bactéria, havendo 314606, 314606,
2288e 273682 proteinas para o carrapato similasegguéncias de proteinas depositadas nas

bases dos bancos do interatoma Peimap, Psimap efS#aimg, respectivamente.

4.2 Montagem do Interatoma

Para a montagem dos interatomas parciais, foram selecionadas as proteinas da &actéria d
espécieR. amblyommati® do carrapato da espédiescapularis,que possem pares de
sequéncias de proteinas similares, obtidas com o uso de multialinhamentos de sequéncias contra
as sequéncias de proteinas depositados nos bancos de dados do interatoma. Os IDs de
identificacdo dos pares de sequéncias de proteinas similares obtidos nos dmRpiss
suplementares Sla-S4a) para a bactéria e (Dados suplementares S1b-S4b) para o carrapato
foram interagidos por meio dos IDs de identificacdo dos pares de interacdo pré-estabelecidos

entre as proteinas nas bases dos bancos de dados do interatoma, conforme o Topico 3.1.2.

Consideradas com potencial para interagir, estas proteinas formaram as interacdes entre
a bactéria e o carrapato baseadas nos pares de dominios presentes nos bancos de dados do
Peimap, Psimap, Pfam e String. Os resultados obtidos (Dados ndo publicadbsiam a
ocorréncia de 23138, 6880360, 1006@3B0093 interagdes totais, contendo 8630, 145951
495013e 2194 interacdes Unicas entre a bactéria e o carrapato, respectivamente.

4.2.1 Interatoma interespecifico

Os pares de interagdo obtidos para as sequéncias de proteinas da bactéria d&.espécie
amblyommati® de carrapato da espékiscapularis,sugerem a ocorréncia da interacao entre
estes organismos, sustentadas nos bancos do interatoma. Os interatomas parciais montados

possuem interacfes intraespecifica e interespecifica, preditas entre as proteRas de
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amblyommatise |. scapularis podendo ser estudas as interacbes entre as sequéncias de

proteinas dos proprios organismos, e entre estes organismos.

No entanto, para o estudo de interacdes entre as proteinas da Bacgéridyommatis
e do carrapato da espétiscapularis(patossistemajoram considerados apenas, os pares de
proteinas que apresentaram interacdes interespecificas, ocorrendo entre estas diferentes
espécies (Tabelas 8-11) (Dados suplementares Sl1c-S4c). Apés a limpeza de interacdes
intraespecificas e a inversdo das interacdes obtivemos 0s pares que interagem na ordem

bactéria-carrapato para o banco do Peimap (Tabpela 8

Tabela 8 Resumo dos resultados do interatoma utilizando das andlises de similaridadssseqéncias de
proteinas de ambos organismBs,amblyommatig |. scapularis provenientes do BLASTP contra os ids dos
dominios das sequéncias de proteinas depositados no banco de dados docB®eiemaim os métodos com 0s

quais, estes pares de interacdo tenham sido validados.

ID_proteina ID_proteina ID1 ID2 Método

R. amblyommatis |. scapularis Bactéria_Peimay Carrapato Peima
KJV61832.1 ISCW016079-PA.1 PEI_24644N PEI_991914N two hybrid
KJV61832.1 ISCW016080-PA.1 PEI_24644N PEI_991914N two hybrid
KJV62406.1 ISCW014417-PA.1 PEI_260968N PEI_449695N anti bait coip
KJV61174.1 ISCW016907-PA.1 PEI_925335N PEI_266128N null,two hybrid
KJV61833.1 ISCW020749-PA.1 PEI_441503N PEI_301980N two hybrid

Na Tabela 8, verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares
de proteinas que interagem, referindo-se ao interatoma parcial encontrado no banco de dados

do Peimap,Pados suplementares J,lpodendo ser acessado ndiste

Apods a limpeza de interacfes intraespecificas e a inverséo das interacdes obtivemos 0s

pares que interagem na ordem bactéria-carrapato para o banco do Psimap (Tabela 9

Tabela 9 Resumo dos resultados do interatoma utilizando das andlises de similaridadssseqéncias de
proteinas de ambos organismBs,amblyommatis |. scapularis provenientes do PSIBLAST contra os ids dos
dominios das sequéncias de proteinas depositados no banco de dados dadtsienap, os valores de distancias

com os quais, estes pares de interacdo tenham sido preditos.

ID_proteina ID_proteina ID1 ID2 Distancia
R. amblyommatis I. scapularis Bactéria_Psimap Carrapato_Psimap
KJV61004.1 ISCW000200-PA.1 c.37.1.12 c.37.1.12 2.05755
KJV61004.1 ISCW000200-PA.1 c.37.1.12 c.37.1.12 2.12306
KJV61004.1 ISCW009589-PA.1 c.37.1.12 c.37.1.12 3.48821
KJV61018.1 ISCWO000019-PA.1 c.47.1.10 c.3.1.2 1.31858
KJV61041.1 ISCW003547-PA.1 c.37.1.11 c.37.1.11 2.32577
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Na Tabela 9, verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares

de proteinas que interagem encontrados nos bancos de dados do Psimap(plementares

S29, podendo ser acessado ndistie

Apos a limpeza de interacdes intraespecificas e a inversédo das interacdes obtivemos 0s

pares que interagem na ordem bactéria-carrapato para o banco do Pfam (Jabela 10

Tabelal0 Resumo dos resultados do interatoma utilizando das analises de similaridadas setg@éncias de
proteinas de ambos organism&s, amblyommati® |. scapularis provenientes do HMM contra os ids dos
dominios das sequéncias de proteinas depositados no banco de dados do Pfado,aortdores dos doisbit

scorescom 0s quais, estes pares de interagdo tenham sido preditos.

ID_proteina ID1 ID_proteina ID2 ID1 ID2

R. amblyommatis Bit score |. scapularis Bit score | Bactéria Pfam Carrapato Pfan
KJV61004.1 104.7 ISCW000565-PA.1 38.6 PF00005 PF00005
KJV61004.1 104.7 ISCW000765-PA.1 114.0 PF00005 PF00005
KJV61004.1 104.7 ISCW005559-PA.1 29.2 PF00005 PF00664
KJV61005.1 25.6 ISCW023133-PA.1 81.3 PF02902 PF00240
KJV61006.1 22.7 ISCW001657-PA.1 328.1 PF00571 PF00478

Na Tabela 10verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares
de proteinas que interagem, referindo-se ao interatoma parcial encontrado no banco de dados

do Pfam Dados suplementares §3podendo ser acessado ndistie

Apos a limpeza de interacdes intraespecificas e a inversdo das interagfes obtivemos 0s

pares que interagem na ordem bactéria-carrapato para o banco do String (Tlabela 11

Tabelall Resumo dos resultados do interatoma utilizando das andlises de similaridades sgiv@asas de
proteinas de ambos organismBs,amblyommatig |. scapularis provenientes do BLASTP contra os ids dos
dominios das sequéncias de proteinas depositados no banco de dados dw&eimdp os valores de confianca

com os quais, estes pares de interacdo tenham sido preditos.

ID_proteina ID_proteina ID1 ID2 Confianca
R. amblyommatis I. scapularis Bactéria_String Carrapato_String

KJV61085.1 ISCW020779-PA.1 394.NGR ¢31670 394.NGR ¢11900 971

KJV61107.1 ISCW016070-PA.1 394.NGR ¢16470 394.NGR ¢31110 952

KJV61107.1 ISCW017192-PA.1 394.NGR ¢16470 394.NGR_c35070 937

KJV61166.1 ISCW016022-PA.1 394.NGR_c10580 394.NGR_c05240 919

KJV61174.1 ISCW002558-PA.1 3055.EDP04740 3055.EDP07903 827

Na Tabela 11verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares

de proteinas que interagem encontrados nos bancos de dados dd&ttimg uplementares

S49, podendo ser acessado neste link.
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Os resultados obtidos (Dados suplementares S1c-S4c), revelaram a ocorréncja de 166
645855, 2030% 171 interacdes totais, respectivamente similasesequéncias de proteinas

depositadas nas bases dos bancos do interatoma Peimap, PsimagStafagn

4.3 Célculos de confianca do modelo

Os resultados obtidos para os interatomas parciais interespecificos construidos e montados
(Dados suplementared &S4c), foram utilizados para o calculostmrefinal para cada par de
interacdo, e por banco de dados do interatoma, conforme apresentado no Tépico 3.1.3, sendo
normalizados entre valores de 0 a 1, conforme apresentado no Tépico 3.1.4 (Tabelas 12-15)
(Dados suplementares S1d-S4d), visando o calcudsalecombinado. Os valores doseore

final obtido para cada par de interacao foi dividido pelo valor slcoreobservado para cada

banco de dados.

Para o calculo dscorecombinado, utilizamos da férmula do interatoma para atribuir o
valor de confianca final adotando dos valoresawefinal normalizado e cada par de interagcéo
entre as proteinas d& amblyommatie dol. scapularispor banco do interatoma avaliado,
conforme o Topico 3.1.4. Os resultados do interatoma interespecifico obtidos apresentaram

interacdes significativas com valoresalgtof>=0.7(Tabela 16) (Dados suplementares)Sle

4.3.1 Calculo doscorefinal

O calculo doscorefinal para a base de dados do Peimap relacionado a cada par de proteinas
que interagem entr®. amblyommati® o |. scapularisfoi obtido com base no valor de
confiabilidade de cada método experimental para detectar interacbes entre proteinas e foi
previamente estimado para o célculo de reabilidsg&lo normalizado em seguida para o

calculo do score combinado (Tabelg.12



149

Tabelal2 Resumo dos resultados do célculosdorefinal normalizado para os pares de proteinas que interagem
entreR. amblyommatie |. scapularis presente no banco de dados do Peimap.

ID_proteina ID_proteina Frequénciala Scorefinal (ScF)

R. amblyommatis I. scapularis interacao (ScF) Normal 0-1
KJV61130.1 ISCW020780-PA.1 2 1.347377 0,200217161
KJV61174.1 ISCW000908-PA.1 4 1.809795 0,268931425
KJV61174.1 ISCW024910-PA.1 1 0.823077 0,132470862
KJV61447.1 ISCWO000555-PA.1 3 0.796221 0,118316631
KJV61830.1 ISCW016007-PA.1 1 0.265407 0,039438877

Na Tabela 12verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares
de proteinas destes organismos que interagem, representadas pelos IDs de identificacdo e com
os valores dscorefinal e normalizado obtidos por meio das andlises de similaridade contra o

banco de dados do Peiméap(ios suplementares §lpodendo ser acessado néisie

O calculo doscorefinal para a base de dados do Psimap relacionado a cada par de
proteinas que interagem enReamblyommatie ol. scapularis foi obtido com base no valor
de confianca deste banco que é o inverso da distancia entre os pares de dominios estruturais que
estdo interagindo no PDB, sendo em seguida normalizado para o calculo do score combinado
(Tabela 13.

Tabelal3 Resumo dos resultados do célculesdorefinal normalizado para os pares de proteinas que interagem
entreR. amblyommatie |. scapularis presente no banco de dados do Psimap.

ID_proteina ID_proteina Frequénciala Score final (ScF)

R. amblyommatis I. scapularis interacdo (ScF) Normal 0-1
KJV61004.1 ISCW000200-PA.1 48 0,486014920658064 | 0,598406808
KJV61004.1 ISCW000565-PA.1 48 0,486014920658064 | 0,598406808
KJV61018.1 ISCW009623-PA.1 16 0,758391603088171 | 0,383488736
KJV61024.1 ISCW002352-PA.1 11 0,763230602494238 | 0,381057358
KJV61026.1 ISCW000069-PA.1 8 0,406139200149459 | 0,716095952

Na Tabela 13verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares
de proteinas destes organismos que interagem, representadas pelos IDs de identificacdo e com

os valores dscorefinal e normalizado encontrados no Banco do Psimadds suplementares

S20, podendo ser acessado néistie.

O calculo doscorefinal para a base de dados do Pfam relacionado a cada par de
proteinas que interagem enRReamblyommatie ol. scapularis,foi obtido com base no valor
de confianga do iPfam que é a soma entre os dois “bits Scor& da assinatura dos dominios do
Pfam do par proteinas com potencial interacdo, sendo em seguida normalizado para o calculo

do scorecombinado (Tabela }4
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Tabelal4 Resumo dos resultados do célculosdorefinal normalizado para os pares de proteinas que interagem

entreR. amblyommatie |. scapularis presente no banco de dados do Pfam.

ID_proteina ID_proteina Frequéncia dq Score final (ScF)

R. amblyommatis I. scapularis interacao (ScF) Normal 0-1
KJV61004.1 ISCW000565-PA.1 1 143.3 0,016559582
KJV61004.1 ISCW000765-PA.1 2 401.5 0,046396875
KJV61005.1 ISCW023133-PA.1 1 106.9 0,01235324
KJV61006.1 ISCW001657-PA.1 2 706.7 0,081665434
KJV61011.1 ISCW010794-PA.1 1 142.7 0,016490247

Na Tabela 14verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para os pares
de proteinas destes organismos que interagem, representadas pelos IDs de identificacdo e com

os valores decorefinal normalizado encontrados no Banco do Pfamdos suplementares

S30, podendo ser acessado ndisie

O célculo doscorefinal para a base de dados do String relacionado a cada par de
proteinas que interagem enReamblyommatie ol. scapularis foi obtido com base na soma
da confianca para um mesmo par de interacdo e a soma da frequéncia desta, sendo em seguida

normalizado para o célculo do score combinado (Tabgla 15

Tabelal5 Resumo dos resultados do calculosgorefinal para os pares de proteinas que interagem Bntre

amblyommati® |. scapularis presente no banco de dados do String.

ID_Proteina ID_Proteina Frequénciala | Score final (ScF)

R. amblyommatis I. scapularis interacdo (ScF) Normal 0-1
KJV61085.1 ISCW020779-PA.1 1 971 0,04769858
KJV61107.1 ISCW016070-PA.1 1 952 0,04676524
KJV61107.1 ISCW017192-PA.1 1 937 0,046028393
KJV61166.1 ISCW016022-PA.1 1 919 0,045144176
KJV61174.1 ISCW002558-PA.1 9 8215 0,403546692

Na Tabela 15, verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para a predi¢céao
das interacBes entre os pares de proteinas destes organismos, representadas pelos IDs de
identificacdo, contendo a frequéncia da formacédo da interacdo e os valores do ca&lcate do

final normalizado para cada par de dominios presente no Banco do S#ifug Guplementares

S40, podendo ser acessado nédistie

Os resultados obtidos (Dados suplementares S1d-S4d), revelaram a ocorréncia de 185,
645855, 20305 e 171 interacdes totais, contendo 115, 13551, 9931 e 39 interacOes Unicas
respectivamente similares aequéncias de proteinas depositadas nas bases dos bancos do

interatoma Peimap, Psimap, Pfar8tring.
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4.3.2 Calculo doscore combinado

Para o célculo dscorecombinado foi utilizado dos resultadosstorefinal normalizado entre

valores de 0 a 1 para cada par de interacdo obtido entre as proteinas da bactéria R espécie
amblyommatise de carrapato da espédiescapularis (Dados suplementares S1d-S44).
combinacéo dscorefinal para cada par de proteinas deuesrigo modelo do interatoma geral
interespecifico entre as sequéncias de proteir@satablyommatigersud. scapularis(Dados

nao apresentados). Por meio da combinacdo matematscadinal normalizado para cada

par de interacdo, obtivemos uma rede consenso do interatoma geral interespecifico entre estes

organismos, considerando o valoradgéof >=0,7 (Dados suplementares Sle) (Tabela 16).

Tabelal6 Resumo dos resultados do calculosgdorecombinado com valores >=0,7 detoff para os pares de

proteinas que interagem enRReamblyommatis I. scapularis presente no banco de dados do interatoma.

R ID proteina : ID protelng Scorecombinado | Peimap | Psimap | Pfam | String
. amblyommatis I. scapularis
KJV62157.1 ISCW016714-PA.1 | 0.700324958753441 0 0 1 0
KJV61971.1 ISCW007313-PA.1 | 0.701315409694645 0 1 1 0
KJVv61887.1 ISCW019069-PA.1 | 0.702032924044534 0 0 1 0
KJV61321.1 ISCW007313-PA.1 | 0.703682762168888 0 1 1 0
KJV61821.1 ISCW023102-PA.1 | 0.703851778219922 0 0 1 0

Na Tabela 16verifica-se um resumo dos resultados obtidos para os pares de proteinas
qgue interagem, sendo representadas pHles das proteinas e com os valoressdere
combinado para cada par de interacao e a distribuicdo binomial da frequéncia de éneiacorr
em cada banco de dados, tratando-se do interatoma interespecificDgeoal fuplementares

S19, podendo ser acessado ndistie

Os pares de proteinas formados com o uso dos pares de dominios que interagem obtido
em cada banco apés os célculossdorefinal sua normalizacdo acombinacdo sugeriraa
ocorréncia da interacdo entre proteinas destes organismos. O numero das interacfes
interespecificas entre as proteinas dos genomas complef@s atablyommatisersusl.
scapularissustentadas nos bancos de dados do interatoma, revelaram a ocorréncia de 13151
interacdes totais, 387 protein& amblyommatisrersus 1252 proteinas do carrapéto

scapularis
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4.4 Construcdo do interatoma de proteinas de membrana

Para a construcdo de interatoma de proteinas de membrana, foram realizadas predi¢cdes para
obtermos as proteinas Beamblyommatisecretadas, excretadas e/ou de superficie, conforme

o Topico 3.2. Estas sequéncias foram obtidas por meio do uso dos aplicativos SignalP 4.1,
Tmhmm 2.0c, LipopB 1.0a, Psortb 3.0.4 e Phobius 1.01 (Tabelas 17-21) (Dados suplementares
S1f-SH) e apos a integracdo destas proteinas (Tabela 22).

Para a construcdo do interatoma das proteinas de membrana (Dados suplemehtares S1g
(Tabela 23), foi realizado um filtro, conforme o Tépico 3.2.1, utilizando das proteinas preditas
de membrana dB. amblyommatisomo um filtro contra o interatoma geral intraespecifico
(Dados suplementares Slmntendo os pares de interacdo de proteinas entre a bactéria da
espécieR. amblyommatis o carrapato da espétiscapularis obtidos apds o célculo doore

combinado

4.4.1 Proteinas secretadas, excretadas e ou de superficie p&.amblyommatis

Com o uso do aplicativo SignalP 4.1, obteve-se o arquivo de saida contendo os IDs referentes
as sequéncias de proteinas de membeat@ando o parametro dooreY. Estas sequéncias

de proteinas apresentaram caracteristicas de proteinas de membranas com a presenca do
peptideo sinal na regido amino terminal e sua localizacdo do sitio de clivagem que media a

translocacdo de uma proteina do citoplasma para a membrana (Tabela 17

Tabelal7 Resumo dos resultados de predi¢céo com o uso do aplicativo Signalp 4.1ggaya@éasias de proteinas
provenientes do genoma da espé&iamblyommatis

ID proteina

. | Cmax | pos| Ymax | Pos| Smax| pos| Smean| D ? | Dmaxcut| Networks-use
R. amblyommatis|

KJVv61002.1 0.112| 20 | 0.103| 27 | 0.133| 21 | 0.080 | 0.094 0.510 SignalPTM

KJV61003.1 0.109| 51 | 0.149| 26 | 0.366| 23 | 0.184 | 0.162 0.510 SignalPTM

KJVv61010.1 0.201] 35 ] 0.379| 35| 0.962| 17 | 0.831 | 0.592 0.570 | SignalP-noTM

KJV61016.1 0.557| 23 1 0.687| 23 | 0.921| 21 | 0.852 | 0.765 0.570 | SignalP-noTM

<|<|<|z|z

KJV61061.1 0.371] 27 | 0.542]| 27 | 0.876] 19 | 0.731 | 0.631 0.570 | SignalP-noTM

Na Tabela 17 verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para as

proteinas preditas com o uso do aplicativo SignalpZiatids suplementares $Jpodendo ser

acessado nesliak.
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Com o uso do aplicativo Tmhmm 2.0c, obteve-se o arquivo de saida contendales IDs
referentes as sequéncias de proteinas de membrana, adotando o pardpnetiideaic). Estas
sequéncias de proteinas apresentaram caracteristicas de proteinas contendo potenciais hélices

transmembranas preditas poibest(Tabela 18

Tabelal8 Resumo dos resultados de predicdo com o uso do aplicativo Tmhmm Za0aspsequéncias de

proteinas provenientes do genoma da espécinblyommatis

ID proteina

R. amblyommatis len | ExpAA | First60 | PredHel Topology

030-52i59-81085-107i120-1420146-168i194-

KJV61002.1 382| 23863 2254 11 2160229-251i260-2820287-309i322-3440348-37

KJVv61003.1 415] 95.01 | 23.08 i23-450274-296i316-3380383403i

KJV61004.1 221| 0.08 0.07 @)

KJV61005.1 632| 0.00 0.00 @)

WO O~

KJV61006.1 413] 62.61 | 10.09 i51-73078-97i109L31°

Na Tabela 18verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos gara a

proteinas de membrana preditas com o uso do aplicativo TmhmnD2®0gos(suplementares

S21), podendo ser acessado ndistie

Com o uso do aplicativo LipoP 1.0a, obteve-se o arquivo de saida contendades IDs
referentes as sequéncias de proteinas de membrana, adotando o paraMatgindd&stas
sequéncias de proteinas apresentaram caracteristicas de lipoproteinas e possiveis peptideos

sinal para bactéria Gram negativas (Tabela 19).

Tabelal9 Resumo dos resultados de predigdo com o uso do aplicativo Lipop 1.@a patpéncias de proteinas

provenientes do genoma da espé&iamblyommatis

# KJV61002.1 CYTscore=-0.200913

# Cut-off=-3

KJV61002.1 LipoP1.0:Best CYT 1 1 -0.200913
# NO PLOT made - less than 4 putative cleavage sites predicted

# KJV61003.1 Spscore=2.43321 margin=0.32802 cleavage=X -

# Cut-off=-3

KJV61003.1 LipoP1.0:Best  Spl 1 1 243321

KJV61003.1 LipoP1.0:Margin Spl 1 1 0.32802

KJV61003.1 LipoP1.0:ClassTMH 1 1 2.10519

KJV61003.1 LipoP1.0:Class CYT 1 1 -0.200913

KJV61003.1 LipoP1.0:Signal Cleavi4l 42 1.82876 # IGAAA|LIVVM
KJV61003.1 LipoP1.0:Signal Cleavé40 41 -0.343023 # MIGAAI|ALIVV
KJV61003.1 LipoP1.0:Signal CleavB9 40 -1.51164 # VMIGA|AALIV
KJV61003.1 LipoP1.0:Signal Cleav43 44 -1.63201 # AAALIIVVMSV
KJV61003.1 LipoP1.0:Signal Cleavi42 43 -2.08645 # GAAAL|IVVMS
# KJV61004.1 CYTscore=-0.200913

# Cut-off=-3

KJV61004.1 LipoP1.0:Best CYT 1 1 -0.200913

# NO PLOT made - less than 4 putative cleavage sites predicted
# KJV61005.1 CYTscore=-0.200913
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# Cut-off=-3

Na Tabela 19verifica-se um resumo dos resultados preliminares obtidos para as
sequéncias de proteinas de membrana preditas com o uso do aplicativo LipdPadd3a (

suplementares Sfpodendo ser acessado ndistke

Com o uso do aplicativo Psortb 3.0.4, obteve-se o arquivo de saida contendo os IDs
referentes as sequéncias de proteinas de membrana, adotando os parametros dos
CytoplasmicMembranee Extracellular. Estas sequéncias de proteinas apresentaram
caracteristicas de proteinas de membranas citoplasmaticas e extracelulares, com a sub-
localizac&o célula havendo a presenca de sequéncias sinalizadoras sugerindo a regiao carregada

positivamente N-terminal (N- regido) e a regido central hidrofébica (regido H) (Tabela 20).

Tabela20 Resumo dos resultados de predicdo com o uso do aplicativo Psor{eBa0e4 sequéncias de proteinas

provenientes do genoma da espé&ti@amblyommatis

ID proteinaR. amblyommatis Localization Score
KJV61002.1 CytoplasmicMembrane 10.00
KJV61003.1 CytoplasmicMembrane 10.00
KJV61004.1 CytoplasmicMembrane 9.96
KJV61005.1 Unknown 2.50
KJV61006.1 CytoplasmicMembrane 9.96
KJV61007.1 CytoplasmicMembrane 10.00
KJV61008.1 CytoplasmicMembrane 9.55
KJV61009.1 CytoplasmicMembrane 9.55
KJV61010.1 Extracellular 8.91
KJV61011.1 Unknown 2.50
KJV61012.1 Cytoplasmic 9.97
KJV61013.1 Unknown 2.50
KJV61014.1 Unknown 2.50
KJV61015.1 Cytoplasmic 7.50
KJV61016.1 Unknown 2.50

Na Tabela 20, verifica-se um resumo dos resultados obtidos para as sequéncias de

proteinas de membrana preditas com o uso do aplicativo Psortb[320ds (suplementares

S41), podendo ser acessado ndisile

Com o uso do aplicativo Phobius 1.01, obteve-se o arquivo de saida contendo os IDs de
identificacdo referentes as sequéncias de proteinas de membrana, adotando os pasametros d
TM>0, que contém o numero de segmentos transmembranas predits®erdandicandoY
(YES) se um peptideo sinal foi predito(NO), caso ndo o seja. Estas sequéncias de proteinas
apresentaram caracteristicas de proteinas com caracteristicas de topologia de proteina

transmembrana combinada a um preditor de peptideo sinal (Tahela 21
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Tabela21 Resumo dos resultados de predi¢cdo com o uso do aplicativo Phobipard.@% sequéncias de proteinas

provenientes do genoma da espé&tiamblyommatis

ID proteinaR. amblyommatis ™ SP PREDICTION
KJV61010.1 0 Y n11-22c34/35°
KJV61016.1 0 Y n4-17c22/23°
KJV61022.1 0 Y n7-16c21/22°
KJV61024.1 0 0 O]
KJV61027.1 1 0 i12-34°
KJV61043.1 1 Y n6-17c¢25/260201219i

Na Tabela 2lverifica-se um resumo dos resultados das sequéncias de proteinas de

membrana preditas com o uso do aplicativo Phobius D&4dos suplementares $5dodendo

ser acessado nediek.

Com o uso dos aplicativos Tmhmm 2.0c, LipopB 1.0a, SignalP 4.1, Phobius 1.01
Psortb 3.0.4 foram obtidas 362, 334, 44, 363162 sequéncias de proteinas (Dados
suplementares SBX), respectivamente. Estes dados de sequéncias preditas, foram integradas
e organizadas em arquivo Unico, contendo somente os IDs das sequéncias de proteinas preditas,
sem repeticdo destes (Tabeld. 22

Tabela22 Resultados de predicdo e integracdo das sequéncias de proteinas secretadas, excidztesigeef imie

da espéci®. amblyommatis

ID_proteina_de_membranA. amblyommatis

KJV62208.1

KJV62515.1

KJV61002.1

KJV61223.1

KJV61468.1

KJV61741.1

KJV61972.1

KJV62216.1

KJV62531.1

KJV61003.1

KJVv61224.1

KJV61471.1

KJV61747.1

KJV61973.1

KJV62219.1

KJV62535.1

KJV61004.1

KJV61225.1

KJV61474.1

KJV61751.1

KJV61974.1

KJV62223.1

KJV62536.1

KJV61006.1

KJVv61230.1

KJV61479.1

KJV61753.1

KJV61977.1

KJV62226.1

KJV62537.1

KJV61007.1

KJV61232.1

KJVv61482.1

KJV61754.1

KJV61984.1

KJV62230.1

KJV62541.1

KJV61008.1

KJV61233.1

KJV61483.1

KJV61755.1

KJV61986.1

KJV62235.1

KJV62544.1

KJV61009.1

KJV61235.1

KJVv61484.1

KJV61757.1

KJV61990.1

KJV62242.1

KJV62545.1

KJV61010.1

KJV61236.1

KJV61485.1

KJV61759.1

KJV61993.1

KJV62243.1

KJV62547.1

KJV61016.1

KJV61237.1

KJV61486.1

KJV61760.1

KJV61994.1

KJV62244.1

KJV62548.1

KJV61020.1

KJVv61238.1

KJVv61487.1

KJV61762.1

KJV61996.1

KJV62245.1

KJV62549.1

KJV61021.1

KJVv61240.1

KJVv61488.1

KJV61765.1

KJV62004.1

KJV62246.1

KJV62550.1

KJV61022.1

KJVv61247.1

KJV61498.1

KJV61770.1

KJV62007.1

KJV62247.1

KJV62551.1

KJV61025.1

KJVv61248.1

KJV61499.1

KJV61773.1

KJV62011.1

KJV62252.1

KJV62554.1

KJV61027.1

KJV61255.1

KJV61500.1

KJV61774.1

KJV62013.1

KJV62253.1

KJV62556.1

KJV61029.1

KJV61270.1

KJV61503.1

KJV61775.1

KJV62016.1

KJV62258.1

KJV62557.1

KJV61031.1

KJV61277.1

KJV61504.1

KJV61776.1

KJV62022.1

KJV62261.1

KJV62561.1

KJV61032.1

KJV61278.1

KJV61510.1

KJV61777.1

KJV62024.1

KJV62264.1

KJV62562.1

KJV61035.1

KJV61279.1

KJV61511.1

KJV61778.1

KJV62025.1

KJV62265.1

KJV62563.1

KJV61043.1

KJVv61280.1

KJV61516.1

KJV61779.1

KJV62026.1

KJV62268.1

KJV62570.1

KJV61045.1

KJV61281.1

KJV61517.1

KJV61783.1

KJV62029.1

KJV62269.1

KJV62573.1

KJV61046.1

KJV61286.1

KJV61518.1

KJV61784.1

KJV62030.1

KJV62271.1

KJV62575.1

KJV61050.1

KJVv61289.1

KJV61520.1

KJV61785.1

KJV62031.1

KJV62272.1

KJV62576.1

KJV61051.1

KJVv61290.1

KJV61521.1

KJV61792.1

KJV62034.1

KJV62275.1

KJV62578.1

KJV61052.1

KJV61291.1

KJV61522.1

KJV61795.1

KJV62035.1

KJV62276.1

KJV62583.1

KJV61054.1

KJV61294.1

KJV61523.1

KJV61797.1

KJV62036.1

KJV62277.1

KJV62584.1

KJV61057.1

KJV61297.1

KJV61524.1

KJVv61808.1

KJV62038.1

KJVv62282.1

KJV62586.1
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KJV61058.1

KJV61298.1

KJV61530.1

KJVv61811.1

KJV62040.1

KJV62283.1

KJV62591.1

KJV61059.1

KJVv61302.1

KJV61534.1

KJVv61817.1

KJV62043.1

KJV62290.1

KJV62593.1

KJV61061.1

KJV61304.1

KJV61536.1

KJVv61818.1

KJV62044.1

KJV62298.1

KJV62594.1

KJV61063.1

KJV61305.1

KJV61538.1

KJVv61820.1

KJV62045.1

KJV62299.1

KJV62597.1

KJV61066.1

KJVv61307.1

KJV61546.1

KJVv61822.1

KJV62046.1

KJV62311.1

KJV62602.1

KJV61067.1

KJV61314.1

KJV61547.1

KJVv61824.1

KJV62047.1

KJV62312.1

KJV62616.1

KJV61072.1

KJV61317.1

KJV61548.1

KJV61825.1

KJV62048.1

KJV62314.1

KJV62632.1

KJVv61081.1

KJVv61318.1

KJV61551.1

KJV61826.1

KJV62049.1

KJV62315.1

KJV62634.1

KJVv61082.1

KJV61319.1

KJV61552.1

KJVv61827.1

KJV62051.1

KJV62320.1

KJV62635.1

KJV61083.1

KJVv61328.1

KJV61553.1

KJV61829.1

KJV62052.1

KJV62323.1

KJV62636.1

KJV61093.1

KJV61332.1

KJV61554.1

KJV61830.1

KJV62053.1

KJV62324.1

KJV62645.1

KJV61100.1

KJV61336.1

KJV61558.1

KJV61831.1

KJV62054.1

KJV62326.1

KJV62648.1

KJVv61102.1

KJV61338.1

KJV61559.1

KJVv61832.1

KJV62056.1

KJV62329.1

KJV62652.1

KJV61103.1

KJV61343.1

KJV61574.1

KJV61833.1

KJV62057.1

KJV62333.1

KJV62653.1

KJV61104.1

KJV61344.1

KJV61577.1

KJV61834.1

KJV62058.1

KJV62334.1

KJV62654.1

KJV61106.1

KJV61349.1

KJV61587.1

KJV61835.1

KJV62059.1

KJV62335.1

KJV62655.1

KJV61110.1

KJV61351.1

KJV61589.1

KJVv61837.1

KJV62060.1

KJV62336.1

KJV62658.1

KJV61117.1

KJV61355.1

KJV61590.1

KJV61841.1

KJV62061.1

KJV62337.1

KJV62659.1

KJV61118.1

KJV61357.1

KJV61592.1

KJV61844.1

KJV62064.1

KJV62338.1

KJV62668.1

KJV61120.1

KJV61360.1

KJV61593.1

KJV61845.1

KJV62066.1

KJV62345.1

KJV62671.1

KJV61122.1

KJV61361.1

KJV61597.1

KJV61847.1

KJV62069.1

KJV62349.1

KJV62672.1

KJV61124.1

KJV61363.1

KJV61601.1

KJV61850.1

KJV62075.1

KJV62369.1

KJV62675.1

KJIV61126.1

KJV61364.1

KJV61602.1

KJV61852.1

KJV62080.1

KJV62370.1

KJV62677.1

KJV61127.1

KJV61365.1

KJV61605.1

KJV61854.1

KJV62081.1

KJV62371.1

KJV62679.1

KJV61128.1

KJV61366.1

KJV61608.1

KJV61855.1

KJV62083.1

KJV62373.1

KJV62687.1

KJV61136.1

KJV61372.1

KJV61614.1

KJV61857.1

KJV62089.1

KJV62374.1

KJV62689.1

KJV61137.1

KJV61378.1

KJV61623.1

KJV61858.1

KJV62097.1

KJV62375.1

KJV62691.1

KJV61138.1

KJV61379.1

KJV61631.1

KJV61859.1

KJV62098.1

KJV62378.1

KJV62693.1

KJV61139.1

KJV61380.1

KJV61635.1

KJV61860.1

KJVv62100.1

KJV62381.1

KJV62697.1

KJV61144.1

KJVv61382.1

KJV61636.1

KJV61874.1

KJV62101.1

KJV62382.1

KJV62698.1

KJV61145.1

KJV61385.1

KJV61638.1

KJV61876.1

KJVv62102.1

KJV62388.1

KJV62699.1

KJV61146.1

KJVv61387.1

KJV61641.1

KJVv61877.1

KJV62104.1

KJV62397.1

KJV62700.1

KJV61148.1

KJV61392.1

KJV61644.1

KJVv61878.1

KJV62105.1

KJV62398.1

KJV62707.1

KJV61149.1

KJV61396.1

KJV61645.1

KJVv61882.1

KJV62109.1

KJV62413.1

KJV62708.1

KJV61150.1

KJV61397.1

KJV61646.1

KJV61884.1

KJV62115.1

KJV62416.1

KJV62712.1

KJV61151.1

KJV61398.1

KJV61651.1

KJV61885.1

KJV62116.1

KJV62417.1

KJV62715.1

KJV61152.1

KJV61400.1

KJV61657.1

KJVv61887.1

KJVv62118.1

KJV62418.1

KJV62745.1

KJV61157.1

KJV61401.1

KJV61663.1

KJV61890.1

KJV62119.1

KJV62422.1

KJV62746.1

KJV61158.1

KJVv61402.1

KJV61672.1

KJV61895.1

KJV62121.1

KJV62423.1

KJV62749.1

KJV61159.1

KJV61412.1

KJV61679.1

KJV61897.1

KJV62122.1

KJV62425.1

KJV62750.1

KJV61160.1

KJV61413.1

KJV61680.1

KJVv61900.1

KJV62128.1

KJV62426.1

KJV62756.1

KJV61161.1

KJV61414.1

KJV61681.1

KJV61901.1

KJV62130.1

KJV62427.1

KJV62759.1

KJV61163.1

KJV61418.1

KJV61682.1

KJV61909.1

KJV62138.1

KJV62431.1

KJV62762.1

KJV61164.1

KJV61425.1

KJV61693.1

KJV61910.1

KJV62139.1

KJV62440.1

KJV62763.1

KJV61165.1

KJV61426.1

KJV61695.1

KJV61914.1

KJV62140.1

KJV62441.1

KJV62765.1

KJV61167.1

KJV61428.1

KJV61696.1

KJV61919.1

KJV62142.1

KJV62442.1

KJV62766.1

KJV61168.1

KJV61432.1

KJV61699.1

KJV61925.1

KJV62143.1

KJV62448.1

KJV62776.1

KJV61170.1

KJV61437.1

KJV61703.1

KJV61928.1

KJV62145.1

KJV62451.1

KJVv62783.1

KJV61174.1

KJV61439.1

KJV61706.1

KJV61929.1

KJV62147.1

KJV62458.1

KJV62786.1

KJV61175.1

KJV61443.1

KJVv61707.1

KJV61933.1

KJV62149.1

KJV62460.1

KJV62789.1

KJV61182.1

KJV61445.1

KJV61708.1

KJV61934.1

KJV62150.1

KJV62462.1

KJV62791.1

KJV61185.1

KJVv61447.1

KJV61711.1

KJV61935.1

KJV62151.1

KJV62473.1

KJV62792.1

KJV61186.1

KJVv61448.1

KJV61713.1

KJV61937.1

KJV62159.1

KJV62474.1

KJV62796.1

KJV61194.1

KJV61450.1

KJV61716.1

KJV61943.1

KJV62161.1

KJV62475.1

KJV62797.1

KJV61195.1

KJV61451.1

KJVv61717.1

KJV61945.1

KJV62168.1

KJV62480.1

KJV62799.1

KJV61200.1

KJV61452.1

KJVv61720.1

KJV61950.1

KJV62169.1

KJV62483.1

KJVv62804.1

KJV61203.1

KJV61453.1

KJVv61721.1

KJV61951.1

KJV62176.1

KJV62487.1

KJVv62809.1

KJV61206.1

KJV61454.1

KJV61726.1

KJV61953.1

KJVv62180.1

KJV62493.1

KJV62811.1
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KJV61208.1

KJV61455.1

KJV61727.1

KJV61958.1

KJVv62182.1

KJV62496.1

KJVv62812.1

KJV61209.1

KJV61456.1

KJV61728.1

KJV61959.1

KJV62189.1

KJV62502.1

KJV62813.1

KJV61215.1

KJV61457.1

KJV61735.1

KJV61960.1

KJV62195.1

KJV62504.1

KJVv62818.1

KJV61220.1

KJV61461.1

KJV61738.1

KJV61961.1

KJV62197.1

KJV62505.1

KJV62819.1

KJV61221.1

KJV61463.1

KJV61739.1

KJV61968.1

KJV62200.1

KJV62511.1

KJV62820.1

KIV61222.1

KJV61464.1

KJV61740.1

KJV61969.1

KJV62205.1

KJV62512.1

KJV62821.1

Na Tabela 22, verifica-se os resultados obtidos para as sequéncias de proteinas de
membrana para a espéde amblyommatisntegradas, que foram preditas com o uso dos
aplicativos de predicéo de proteinas de membrana, revelando no total 632 proteinas Unicas de

membrana presentes no genoma desta badédeetadas, excretadas e ou de superficie.

4.4.2 Interatoma de proteinas de membrana

Para a obtencdo do interatoma de proteinas de membranqiivo contendo os IDs das
sequéncias de proteinas do interatoma interespecifico geral apésecombinado (Dados
suplementares Sléoi filtrado no arquivo contendo os IDs das sequéncias de proteinas de
membrana d&. amblyommatipreditas e integradas (Tabela 22) para formarem no arquivo de
saida os pares de interacdo com os IDs totais das sequéncias de proteinas de membrana da
bactériagque interagem com as sequéncias de proteinas do carrapato (Dados suplemejtares S1g
(Tabela 23.

Tabela23 Resumo dos resultados de predi¢céo e integragdo das sequéncias de proteinas sexcetdddas e ou

de superficie filtradas no interatoma interespecifico de proteinas geral entre as &patiBlyommatiss I.

scapularis.
Rickettsia amblyommatis Ixodes scapularis

Id proteina Nome Id proteina Nome
KJV61004.1| ABC transporter family protei] ISCW000200-PA.1] Adenylate kinase isoenzyme, putati
KJV61004.1| ABC transporter family proteirf ISCW000565-PA.1 ABC transporter, putative
KJV61004.1| ABC transporter family proteil ISCW000765-PA.1 Half-ABC transporter, putative
KJV61004.1| ABC transporter family protei] ISCW000841-PA.1] Multidrug resistance protein, putatiy
KJV61004.1| ABC transporter family proteil ISCW001227-PA.1]  Putative uncharacterized protein
KJV61004.1| ABC transporter family proteil ISCW001366-PA.1] Adenylate kinase isoenzyme, putati
KJV61004.1| ABC transporter family proteirl ISCW001681-PA.1 ABC transporter, putative (Fragmer
KJV61004.1| ABC transporter family protei] ISCW002474-PA.1 ABC transporter, putative

Na Tabela 23, verifica-se 0 resumo para os resultados obtidos dos pares de proteinas de
membrana da bactéria que interagem com as proteinas do carrapato, sendo representadas pelos
IDs de identificacdo e o nome da proteina para cada par de intelbegiws (suplementares
S19, podendo ser acessado nédistie
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O interatoma de proteinas de membrana revelaram uma rede consenso de interacdes
interespecificas entre as sequéncias de proteinas de membFRnandelyommatisersusl.
scapularis ocorrendo 3456 interacdes Unicas, preditas entre 91 proteinas da bactéria que

interagiram com 980 proteinas do carrapato.
4.5 Construcdo do interatoma de proteinas de membrana ortlogas

Para a construcdo do interatoma de proteinas de membrana contendo grupos ortologos, o
interatoma de proteinas de membrana (Dados suplementajdei$iijzado como unfiltro.

Dessa forma, os ortdlogos foram obtidos anteriormente por meio de predi¢cbes utilizando o
OrthoMCL 2.0, conforme o Tépico 3.3 (Dados ndo publicados). Esta analise revelou a
ocorréncia de 36 grupos ortélogos de sequéncias de proteinas para as esRétietslaque

infectam os carrapatos separadamente de 10 grupos ortélogos para as que infectam os insetos
(Tabela 24).

Estes dados apds serem filtrados no interatoma de proteinas de membRna de
amblyommatisgconforme apresentado no Tépico 3.3.1, revelaram a presenca de 2 clusters de
proteinas ortologas (cluster 1050 e 1816) pertencentes unicamente, as esfécikstidea
que infectam os carrapatos. Estes resultados revelaram uma rede consenso apresentando os
pares de interac@o do interatoma das proteinas de membrana ortélofasparyommatie
as espécies drickettsiaque infectam os carrapatos (Tabela 25) (Dados suplementajes S1h

4.5.1 Predicdo de proteinas ortélogas dRickettsia spp., que infectam os carrapatos

Com o uso do aplicativo OrthoMCL 2.0, foi obtido o arquivo de saida contendo os grupos de
ortdlogos e 0dDs totais das sequéncias de proteinaRRidiettsiaspp. que infectam os

carrapatos e em parte, carrapatos e insetos (Tabela 24
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Tabela24 Grupos de cluster de ortélogos preditos para proteinas pertencentes as espRuaikstidiaque

infectam carrapatos e insetos.

Cluster Rickettsia Carrapatos Cluster Rickettsia Insetos
(amb, end, buc e mon) (amb, fel e pro)

cluster1000| cluster1718| cluster2012| cluster2032| cluster1818 | cluster2176
clusterl005| cluster1807| cluster2016| cluster2033| clusterl826 | cluster2198
clusterl006| cluster1816| cluster2018| cluster2042| cluster2144 | cluster2202
cluster1011| cluster1880| cluster2019| cluster2048| cluster2146 | cluster2223
cluster1018| cluster1995| cluster2020| cluster2051| cluster2166 | cluster2229
cluster1050| cluster1998| cluster2024| cluster2061| cluster2170
cluster1052| cluster2002| cluster2029| cluster2064
cluster1061| cluster2006| cluster2030| cluster2067
cluster1134| cluster2009| cluster2031| cluster2072

Na Tabela 24, verifica-se os resultados preliminares obtidos com o uso do OrthoMCL
2.0 sugerindo haver diferentes mecanismos de invaséo celular e/ou sobrevivéncia ao ambiente
intracelular que utiliza destes grupos de proteinas diferentes. Considerando apenas grupos de
ortélogos presentes nas espéciefRmettsiaque infectam os carrapatos agrupadas em uma
mesma classe, a maior parte dos grupos de ortélogos sdo compartilhados entre as quatro
bactérias analisadd®. monanensc¢eR. endosymbiontjcR. buchnnerie R. amblyommatjs
totalizaram 36 clusteres. Enquanto, entre a espé€camblyommati® as duas espéciés
prowazekii e R. felis que infectam os insetos, apenas 10 grupos de ortdlogos sé&o

compartilhados.

4.5.2 Interatoma de proteinas de membrana ortélogas

N&o foi observado a formacdo de grupo de proteinas ortélogas compartilhado estas toda
espécies d®ickettsiautilizadas.Os resultados obtidos dos clusters ortélogos (Tabela 24)
foram utilizados para a construcdo do interatoma de proteina ortélogos de membrana, com o
filtro entre estes dados e o interatoma de proteinas de membrana (Dados suplementares S1g
O arquivo de saida contém os pares de interacdo com os IDs das sequéncias de proteinas de
membrana da bacténipie interagem com as sequéncias de proteinas do carrapato, juntamente
com o grupos ortélogos e os IDs das sequéncias de proteinas, com 0s quais possui relacdo com

os pares de IDs de outras espécieRidkettsiagque infectam os carrapatos (Tabelx 25
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Tabela25 Resumo dos resultados de integracéo e filtro dos ort6logos para a &spetielyommatis outras

Rickettsiaspp. que infectam os carrapatos no interatoma de proteinas de membrana.

Cluster Rickettsia amblyommatis Ixodes scapularis
ortélogos | Id proteina Nome Id proteina Nome
TPR repeat . .
cluster1816| KIV62536.1 family ISCWO000002- FKBP-type peptldyl-prolyl cis-trans
d PA.1 iIsomerase
Protein
TPR repeat
cluster1816| KJV62536.1 family ISCV;/%O;)O%- Translation elongation fator
protein )
TPR repeat
cluster1816| KJV62536.1 family ISCVI\3/2014 349- GTPase Rho, putative
protein )
cluster1050: KJV62578.1| His Kinase A ISCV;/20i3384- Two component histidine kinase

Na Tabela 2bverifica-se o0s resultados para os pares de proteinas de membrana que

interagem no interatoma e possui ortdlogos paR amblyommati® outras espécies de

Rickettsiaque infectam os carrapatos, sendo representadaslpsla identificacdo e seus

grupos de ortélogos preditos com o uso do aplicativo OrthoMCL[2300s suplementares

S1h, podendo ser acessado nédistie

Ndo foram observados a presenca de proteinas ortélogas na rede da Rspécie

amblyommatipara os clusters de espécieRitekettsiague infectam os insetos. O nimero de

interacBes entre as proteinas de membrana ortélogRs amblyommatipara espécies de

Rickettsiaque infectam os carrapatos sustentadas nos bancos de dados do interatoma, revelaram

100 interag@es Unicas, preditas entre 2 proteinas da bactéria que interagiram com 100 proteinas

do carrapato para os clusters 1816 e 1050 preditos utilizando do OrthoMcl 2.0.

4.5.2.1 Andlise de similaridade das proteinas ortélogas de membrana

Com o uso do TBLASTNn contra as sequéncias de nucleotideos e do BLASTp contra as

sequéncias de aminoacidos de proteinas provenientes dos genomas das Bspécies

amblyommatis,R. endonssibionti¢. scapularis R. buchennere R. monanencjsalém das

espécieR. felis e R. prowazekijue infectam os insetos, conforme apresentando no Tdépico

3.3.2. Para a selecdo e obtencdo das sequéncias génicas similares, foi adotado dbt valor >

scoredo alinhamento, revelando as sequéncias de nucleotideos presentes nos genomas das
espécies referentes as sequéncias de proteinas ortdlogas presentes nos cluster 1050 e 1816
(Tabela 26.
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Tabela26 Resumo dos resultados da andlise de similaridade das sequéncias de proteinasaterogibgas

para a espéciR. amblyommatig outrasRickettsiaspp. que infectam os carrapatos adotando o alinhamento do

TBLASTN.

Cluster ID_proteina _ Rickettsiaspp _ ID_ggne Inicio dq Final da_ Vqlor de
R.amblyommatis ' Rickettsiaspp. sequéncia sequéncig > Bit score

1050 KJV62261.1 R. prowazekii Chromosome 480272 | 479523 50,8
1050 KJV62261.1 R. felis rfPED.contig.0_1 | 1263301 | 1262663 50,4
1050 KJIV62261.1 R. monanensce Chromosome 923790 922846 594
1050 KJV62261.1 | R. endosymbionti Chromosome 731400 | 730456 599
1050 KJV62261.1 R. buchnneri Contigl24 7153 8097 599
1050 KJV62261.1 R. amblyommatis| raACPA.contig.0_1| 995518 | 994562 649
1050 KJV62578.1 R. prowazekii Chromosome 480161 | 479529 57,8
1050 KJV62578.1 R. felis rfPED.contig.0_1 | 1263301 | 1262663 57

1050 KJV62578.1 R. monanensce Chromosome 923790 922843 596
1050 KJV62578.1 | R. endosymbionti Chromosome 731400 | 730453 592
1050 KJV62578.1 R. buchnneri Contigl24 7153 8100 592
1050 KJV62578.1 R. amblyommatis| raACPA.contig.0_1| 1253921 | 1252974 617
1816 KJV62536.1 R. prowazekii Chromosome 677776 | 678240 25,8
1816 KJV62536.1 R. felis rfPED.contig.0 1 | 673041 | 673925 165
1816 KJV62536.1 R. monanensce Chromosome 934765 935460 394
1816 KJV62536.1 | R. endosymbionti( Chromosome 714978 | 716144 707
1816 KJV62536.1 R. buchnneri Contigl24 23575 22409 707
1816 KJV62536.1 R. amblyommatis| raACPA.contig.0_1| 1202298 | 1201132 707

Na Tabela 26, verifica-se os resultados do alinhamento obtidos com o uso do TBLASTn
para os pares de proteinas de membrana que interagem no interatoma e possui ortélogos para a
R. amblyommatie outras espécies dRickettsiaque infectam os carrapatos. As sequéncias
representadas peld®s das proteinas d&. amblyommatjsos IDs das sequéncias de
nucleotideos de genes das proteinas similares de Ritlettsiaspp. e os valores deBit

scorepara 0s grupos de ortélogos 1050 e 1816.

Com o uso do BLASTp foram obtidas as sequéncias de aminoacidos de proteinas
similares para cada conjunto de grupo ortélogo obtidas nos cluster 1050 e 1816 entre as espécies
de Rickettsiaque infectam os carrapatos, acrescentando as espécies que infectam os insetos. .
Para a selecdo e obtencdo das sequéncias proteicas similares, foi adotado os valores de
Confianca>=70 e da Indentidade<=1e-10 do alinhamento, revelando as sequéncias de
nucleotideos presentes nos genomas das espécies que possuem as sequéncias de proteinas
ortélogas presentes nos cluster 1050 e 1816 (Tabela 27).
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Tabela27 Resumo dos resultados da andlise de similaridade das sequéncias de proteinasateroddibgas

para a espéciR. amblyommatig outrasRickettsiaspp. que infectam os carrapatos adotando o alinhamento do

BLASTp.

Cluster R. LDrﬁglygﬁlantis Rickettsiaspp. Rlilgfgtrtcs’ggz. Confianca>=70| ldentidade<=1€&-0
1050 KJV62261.1 R. monanensce | CEO17519 92.14 0.0
1050 KJV62261.1 R. monanensce | CEO17558 91.82 0.0
1050 KJV62261.1 R. endosymbiontiq EER21700 92.77 0.0
1050 KJV62261.1 R. endosymbiontiq EER21904 92.86 0.0
1050 KJV62261.1 R. endosymbiontiq EER22377 89.72 5,00E67
1050 KJV62261.1 R. buchnneri KD0O02624 92.77 0.0
1050 KJV62261.1 R. buchnneri KD0O02998 93.75 4,00E25
1050 KJV62261.1 R. buchnneri KD0O02999 88.68 1,00E30
1050 KJV62261.1 R. amblyommatis| KJV62261.1 100.00 0.0
1050 KJV62261.1 R. amblyommatis| KJV62578.1 92.14 0.0
1050 KJV62578.1 R. monanensce | CEO17519 96.52 0.0
1050 KJV62578.1 R. monanensce | CEO17558 96.20 0.0
1050 KJV62578.1 R.endosymbiontici EER21700 96.20 0.0
1050 KJV62578.1 R. endosymbiontiq EER21904 93.57 0.0
1050 KJV62578.1 R. endosymbiontiq EER22377 91.67 3,00E58
1050 KJV62578.1 R. buchnneri KD0O02624 96.20 0.0
1050 KJV62578.1 R. buchnneri KD002998 100.00 1,00E47
1050 KJV62578.1 R. buchnneri KD0O02999 76.19 2,00E30
1050 KJV62578.1 R. amblyommatis| KJV62261.1 92.11 0.0
1050 KJV62578.1 R. amblyommatis| KJV62578.1 100.00 0.0
1816 KJV62536.1 R. monanensce | CEO017529 85.49 4,00E417
1816 KJV62536.1 R.endosymbiontici EER21220 76.09 8,00E44
1816 KJV62536.1 R. endosymbiontiq EER21691 100.00 0.0
1816 KJV62536.1 R. endosymbiontiq EER21723 74.42 2,00E45
1816 KJV62536.1 R. endosymbiontiq EER22348 78.41 0.0
1816 KJV62536.1 R. buchnneri KDO02305 76.09 7,00E44
1816 KJV62536.1 R. buchnneri KD0O02633 100.00 0.0
1816 KJV62536.1 R. buchnneri KDO03258 74.42 1,00E45
1816 KJV62536.1 R. amblyommatis| KJV62251.1 82.08 3,00E96
1816 KJV62536.1 R. amblyommatis| KJV62536.1 100.00 0.0
1816 KJV62536.1 R.amblyommatis | KJV62562.1 70.69 2,00E4168

Na Tabela 27, verifica-se os resultados do alinhamento obtidos com o uso do BLASTp
para os pares de proteinas de membrana que interagem no interatoma e possui ortdlogos para a
R. amblyommatie outras espécies dRickettsiaque infectam os carrapatos. As sequéncias
representadas pelos IDs das proteinasRdeamblyommatjsos IDs das sequéncias de
aminoacidos das proteinas similares de ouURiakettsiaspp. e os valores de Confianca e

Identidade para os grupos de ort6logos 1050 e 1816.
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4.5.3 Aspectos evolutivos das proteinas ortdlogas de membrana

As sequéncias de nucleotideos obtidas com o uso do TBLASTn (Dados néo publicados) como
similares para as proteinas ortdlogas presentes nos cluster 1050 e 1816, foram invertidas na
ordem de leitura corret® — 3’ em 3° — 5, com o0 uso do aplicativReverseg(Dados néo
publicados). Para a obtencédo das sequéncias de aminoacidos das proteinas, estas sequéncias de
nucleotideos foram traduzidas com o uso do aplicaknamslate (Dados nao publicados),

conforme o Topico 3.3.3.

4.5.3.1 Alinhamentos das proteinas ort6logas de membrana dRickettsia spp.

Com o uso de alinhamentos de sequéncia Clustal, obteve-se em parte os aspectos evolutivos
das relacdes filogenéticas entre as sequéncias de proteinas ortélogas das efpiékittsie

gue infectam os carrapatos presentes no interatoma de proteinas de membrana. As sequéncias
de proteinas preditas para os clusi®50 e 1816 (Dados nado publicados), foram submetidas a
diversos alinhamentos multiplos de sequéncia, conforme apresentado no Topico 3.3.2.

Dessa forma por meio de alinhamentos multiplos de sequéncias pudemos avaliar os
aspectos evolutivos das sequéncias genicas e proteicas com o0 uso dos aplicativos ClustalW e
Clustal Omega (Anexo 1). Os alinhamentos obtidos sugeriram os dominios conservados,
incluindo residuos criticos para a fun¢do das proteinas, comparando as proteinas de interesse

de forma mais detalhada com os membros da mesma familia.

Apos isto, pudemos avaliar os aspectos filogenéticos das sequéncias genicas e proteicas
obtidas para serem utilizadas no aplicativo MEGA 7.26 adotando do métddaxitmum
Likelihood Tree para obtermossresultados das arvores filogenéticas de ortélogos obtidos
com o uso do aplicativo OrthoMCL 2.0, em especial as sequéncias presentes no interatoma de
proteinas de membrana Beamblyommatisontendo sequéncias proteicas e génicas similares

de outraRRickettsiaspp. (Anexo 2

No Anexo 3, verifica-se as arvores filogenéticas para as proteinas similares do cluster
ortélogo 1050, com destaque para as duas proteinas KJV62578.1 e KIV&A&&Kinhse A
domain protein e no cluster ortélogo 1816 com destaque para a proteina KJV62536.1
Tetratricopeptide repeat protein familgpresentando divergéncias entre os clados formados

pelas sequéncias de aminoacidos de protegndas sequéncias génicas de nucleotideos
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pertencentes as espéciesRiekettsiaque infectam os carrapatos, em relacdo as espécies que

infectam os insetos.

A ocorréncia de proteinas ortolégas no interatoma de proteinas de membrana para a
espécieR. amblyommatigue infectam os carrapatos versus insetos, sugerem diferencas entre
as espécies comparaddsamblyommatjdR. endonsinbiontit scapularis, R. buchennegiR.

monascensigersusk. prowazeke R. felis,respectivamente.

Cluster 1050

Na arvore filogenética (a), verifica-se os resultados obtidos para o estudo evolutivo das
sequéncias de aminoécidos da proteina KJV62578.1 e o seu ortélogo KJV62261.1 pertencente
a espéci®k. amblyommatisontra o seu préprio genoma, alinhasg@om as suas respectivas
sequéncia génicas (ambl-ambl e amb2-amb2), além das sequéncias génicas das outras cinco
espécies d®ickettsia sendo: (ambl-bucl e amb2-buc2), (ambl-endl e amb2-end2), (ambl-
monl e amb2-mon2), (ambl-fell e amb2-fel2) e (ambl-prol e amb2jpr@&)nientes dos
genomas das espécigs endonsinbiontit. scapularis, R. buchenneeiR. monascensigjue

infectam os carrapatos verdRsprowazeke R. felis,que infectam insetos, respectivamente.

Na arvore filogenética (b), verifica-se os resultados para o estudo evolutivo das
sequéncias de aminoacidos das proteinas KJV62578.1 e 0 seu ortélogo KJV62261.1
pertencentes a espé&te amblyommatjsas proteinaBER21700 e seo paralogo EER21904,
pertencentes a espédte endonsimbiontit scapularis a proteina KDO02624 pertencente a
espécieR. buchnnerias proteinas CEO17519 e seu paralogo CEO17558, pertencente a espécie
R. monanenscigespectivamenteglinhando-se com as sequéncias de proteinas obtidas com a
tradwcdo das sequéncias génicas. Enquanto isto, as sequéncias de proteinas traduzidas das
sequéncias génicas (amb1-fell e amb2-fell) e (ambl-prol e amb2-pro2) obtidas também pelo
alinhamento do TBLASTN, e pertencentes as espBcifetise R. prowazekiirespectivamente,
se ramificaram separadamente, sugerindo a divergéncia entre as esp&idetisiaque

infectam carrapato em relacdo as que infectam os insetos.

Na arvore filogenética (c), verifica-se o0s resultados evolutivos obtidos para as
sequéncias de aminoacidos das proteinas ortélogas preditas com o uso do aplicativo OrthoMcl

2.0, jJuntamente com as sequéncias de proteinas similares obtidas com o uso do BLASTp, sendo
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as proteinas KJV62578.1 e 0 seu ortdlogo KJV62261.1 pertencentes a eRpécie
amblyommatis as proteinas EER21700 e os seus pardlogos EER21904 e EER22377,
pertencentes a espédie endonsimbiontid. scapularis a proteina KDO02624 e 0s seus
paralogos KDO02998 e KDOO02999 pertencentes a esg€cibuchnneri,as proteinas
CEO17519 e o0 seu paralogo CEO17558, pertencente a é’pgm@anenscigspectivamente,
alinhando-se com as sequéncias de proteinas obtidas com a traducao das sequéncias génicas
Nesta arvore foi possivel observarmos apenas a presenca de sequéncias de proteinas

provenientes de espéciesRiekettsia que infectam os carrapatos.

Na arvore filogenética (d), verifica-se os resultados gerais evolutivos obtidos para as
sequéncias de aminoacidos das proteinas ortologas preditas com o uso do aplicativo OrthoMcl,
juntamente com as sequéncias de proteinas similares obtidas com o uso do BLASTp, e das
sequéncias de proteinas traduzidas das sequéncias génicas provenientes do uso do TBLASTn,

sendo.

Cluster 1816

Na arvore filogenética (e), verifica-se os resultados do estudo evolutivo para as sequéncias de
aminoacidos da proteina KJV62536.1 pertencerf®e amblyommati€ontra o seu préprio
genoma, alinhandsecom a sua respectiva sequéncia génica (amb-amb), além das sequéncias
génicas das outras cinco espécieRidkettsiasendo (amb-buc), (amb-end), (amb-mon), (amb-

fel) e (amb-pro)provenientes dos genomas das espédriemndonsinbiontit. scapularis, R.
buchennerie R. monascensigjue infectam os carrapatos vergusgprowazeke R. felis,que

infectam insetos, respectivamente.

Na arvore filogenética (f), verifica-se os resultados do estudo evolutivo para as
sequéncias de aminoacidos das proteinas ortologas preditas com o uso do aplicativo OrthoMcl,
sendo KJV62536.1 pertencentes a esp&ieamblyommatjSEER21691 e seu paralogo
EER22448, pertencente a espéeieendonsimbiontit scapularis KDO02633 pertencente
espécieR. buchnnerie CEO17529 pertencente a espéRiemonanensciespectivamente,
alinhando-se com as sequéncias de proteinas obtidas com a traducdo das sequéncias génicas.
Enquanto isto, as sequéncias génicas (amb-fel) e (amb-pro) obtidas também pelo alinhamento

do TBLASTNn, e pertencentes as espédiresfelis e R. prowazekii,respectivamente, se
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ramificaram separadamente sugerindo a divergéncia entre as espédckeattsia que

infectam carrapato em relacdo as que infectam os insetos.

Na arvore filogenética (g), verifica-se os resultados do estudo evolutivo para a
sequéncias de aminoacidos das proteinas ortologas preditas com o uso do aplicativo OrthoMcl,
junto com as sequéncias de proteinas similares obtidas com o uso do BLASTp, sendo:
KJV62536.1 e 0 seus pardlogos KJV62251.1 e KJIV62562.1 pertencentes a &spécie
amblyommatisa proteina EER21691 e os seus paralogos EER22348, EER21723 e EER21220,
pertencentes a espédie endonsimbiontid. scapularis a proteina KDO02633 e 0s seus
paralogos KDO02305 e KDO03258 pertencentes a esRébigchnneria proteina CEO17529
pertencente a espéée monanenscNesta arvore filogenética observarmos apenas a presenga

de sequéncias de proteinas provenientes de espé&akdtsiague infectam os carrapatos.

Na arvore filogenética (h), verifica-se os resultados gerais do estudo evolutivo obtidos
para as sequéncias de proteinas ortologas preditas, junto com as sequéncias de proteinas
similares obtidas com o uso do BLASTp, e das sequéncias de proteinas traduzidas das

sequéncias génicas provenientes do uso do TBLASTN.

4.6 ldentificacdo de interacbes conservadas

Com o aplicativo AgBase-GOanna 2.2 pudemos averiguar as anotacfes de proteina e anotacdes
de ontologia génica no Uniprot, descrevendo as funcées moleculares e os processos bioldgicos
de proteinas destas interfaces de interacao, conforme apresentado no Topico 3.4. Os arquivos
de saida (Dados suplementares S1)-88i que eles contém podem ser acessados tiek#es

o0 arquivo Excel contendo as entradas, suas correspondéncias e as anotacdes de ontologia génica

GO para as correspondéncias@os suplementares 10 arquivo Align.html contendo os

alinhamentosados suplementares 32 o arquivo Sliminput.txt contendo um resumo dos

resultados para as anotac®#3 (Dados suplementares 33i

No arquivo de saida Excel para cada entrada, o GOanna 2.2 reporta: o ID da proteina de
entrada; o ID do arquivo de entrada; o cabecalho dos acessos da sequéncia de pirbiteina; o
das correspondéncias BLAST da entrada; e o nome da proteina e suas sequéncias

correspondentes contendo as informacdes estatisticas sobre a correspondéncia. Isso € repetido
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para o numero de sequéncias de destino escolhido ao executar o GOanna 2.2 édpatihao
correspondéncias) (Dados suplementares S1i).

No arquivo de saida Aling.html, a primeira entrada foi a sequéncia de proteina de
carrapato da espéciescapularis >ISCW000012-PA.1 data base 723p¢ctrin alpha chain
Drosophila melanogastd(ffruit fly), apresentando como primeira correspondéncia a proteina:
>P13395 alpha spectrin, com a qual no alinhamento BLAST, obteve-se a pontuacdo do
score=9293 e E-value=0.0 indicando um bom pareamento das bases de aminoacidos (Dados

suplementares S2i).

No arquivo de saida Sliminput.txt contendo um resumo dos resultados para as anotagdes
GO, observou-se quais sequéncias de proteinas provenientes do genoma do darrapato
scapularis,compuseram vias moleculares da célula deste acaro, sendo agrupadas conforme as
letras B processo biolégico, C Compartimento celular, F funcdo molecular (Dados
suplementares S3i). Estes resultados foram utilizados para as analises de enriqguecimento
hipergeométrico servindo como base para o teste de FDR, e para isto sendo modificado por
curadoria manual e formatado substituindo o /GO por espaco = espaco, e as letras por nada.
partir disto, servindo como base, pode-se visualizar as redes do interatoma interespecifico entre
as proteinas da bactéfita amblyommadique interagiram com as proteinas do carrapato

scapularis.
4.7 Visualizacéo das redes

Para a visualizacdo das redes de interacédo fazendo o uso do aplicativo Cytoscamn®.7, for
adotados o ModuLand 2.0 para clusterizar a rede, e do moédulo BINGO 3.0.3 para realizar as
andlises do enriquecimento hipergeométrico, utilizando o Teste de correcdo de FDR, conforme
apresentado no Topico 3.5. O arquivo (Dados suplementares S3i), que se trata do resumo da
analise de ontologia genica (GO) realizada com o uso do aplicativo Goanna AgBase 2.2
conforme descrito no Toépico 3.4, foi ajustado e utilizado para o teste de FDR e de

enriquecimento hipergeométrico.

A visualizacdo das redes consenso para o interatoma interespecifico de proteinas geral
(Dados suplementares Sle)interatoma de proteinas de membrana (Dados suplementares
S1g) e de proteinas ortélogas (Dados suplementarey (&tiitiu observarmos os aspectos
deste (patossistema) entre as proteinas da bactéria da &pnielyommatis do carrapato
da espécié scapularis(Figura 16).
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Figura 16 Redes consenso de interacfes potenciais de alta confiabilidade entre proteinas do interatoma
interespecifico de proteinas geral (Dados suplementares Sle) construido para&l® dasdespécieR.
amblyomnatis vs |. scapularis com o uso do aplicativo Cytoscape 3.7 adotando do modulo ModEandA),

todas as interac6es possiveis. Em (B), destaque para as proté&nasibyomumtis (vermelho), interagindo com

as proteinas de scapularis(azul). Em (C), destaque para os grupos de proteinas mais bem conemtadasis
(mddulos), totalizando 19 grupos significativos e distintos (conformeras)co

Redes consenso de interacdes potenciaidtaeanfiabilidade entre as proteinas do interatoma de proteinas de
membrana construido (Dados suplementares S1g) para o modelo das &puiglyommatiss |. scapularis

com o uso do aplicativo Cytoscape 3.7 adotando do modulo ModLan(D)};: todas as interacdes possiveis. Em
(E), destaque para as proteinasRrdleamblyommatigvermelho), interagindo com as proteinasl.decapularis
(azul). Em (F), destaque para os grupos de proteinas mais bem conectadaofeddulos), totalizando 5 grupos
funcionais significativos e distintos (conforme as cores).

Redes consenso de interacdes potenciaidtaeanfiabilidade entre as proteinas do interatoma de proteinas de
membrana e ortélogas para espéciRid&ettsiague infectam os carrapatos (Dados suplementares S1h) construido
para o modelo das espécRsamblyommatiss|. scapularis Em (G), todas as interacdes possiveis (azul). Em
(H), destaque para as proteinasRleamblyommatigvermelho) interagindo com as proteinasl.dscapularis
(azul). Em (I), destaque para os grupos de proteinas mdédularizadas, totéligamgdos funcionais distintos com
apenas um significativo (verde).
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Na Figura 16, verifica-se que a maior propor¢cdo de proteinas da int&face
amblyommatigjue interagm com|. scapularispode ser associada aos seguintes fatores: (i)
uma maior quantidade de proteinas codificadas nos seus genomas, (ii)) o alto niumero de
isoformas para uma mesma proteina que sao representadas como veértices diferentes na rede (iii)
e, ou, enriquecimento de interagdes entre genes de ambos 0s organismos presente nos bancos

de dados utilizados.

As analises de anotacdo das proteinas de interface permitiram identificar familias de
proteinas sabidamente envolvidas na modulacdo da fisiologiasdapularispara os trés
dominios: Componente celular (C), refere-se as partes de uma célula ou do ambiente
extracelular; Funcao molecular (F): refere-se as atividades elementares de um gene ao nivel
molecular, tais como atividade de ligacéo ou atividade catalitica; Processo biolégico (P), refere-
se ao conjunto de eventos moleculares pertinentes para o funcionamento das unidades de estar

integradas: células, tecidos, 6rgaos e organismos (Tabela 28).
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Tabela28 Mdédulos funcionais relacionados as interacBes entre proteinas provenientesndiomsy deR.
amblyommatiss|. scapularis de membrana para esta bactéria contendo sequéncias ortolodrislattaiaspp.
gue infectam carrapatos sustentadas nos bancos do interatoma obtidos smeiocaplicativo Cytoscape 3.7
adotando o modulo BINGO 3.0.3.

N° de Mdduls Médulo Dominios de
Interatomas Co . P valor -
significativos functional produtos génicos
4(5) 1,3812E-3 Regulacéo atl(;:l/is de metilagcéo dq
6) (7) 1,3812E-3 Bioss:’jntese de pro}einas que depenc
e cofatores ions metdlicos
22) 1.3812E-3 Regulacéo dq presséo sanguineal
(vasodilatadores)
16 4.1436E-3 Ativacéo de chaper’onas e dobragem
proteinas
24 1,1462E-5 Processo metabdlico de pirimidinag
25 1,3812E-3 Processo metabdlico de oxaloacetal
26 2,5217E-4 Ciclo do &cido citrico
Proteinas do Lo 45 2,7624E-3 . Procesgo lr)r?etat,nﬁtlico c(ije ciFrgtgd_
rocesso de biossintese de pirimidir
genoma total 47 1,3812E-3 desoxiribonucleotideo
54 2,0673E-7 Processo metabdlico de proteinas
55 1,4152E-5 Processo de biogsintese de RNA
(transcricéo)
56 1,1077E14 Fosforilacdo de amino acidos
58 4,5292E-6 Traducéo e elongacéo de proteina
61 3,1917E-4 Resposta de defesa por virus
62 1,8112E-5 | Transporte mediado por GTPase sin
64 1,5384E-5 | Processo de bhiossintese de nucleoti
65 3,6851E-5 Secrecdo de proteinas
66 1,3812E-3 | Controle cerebral de migracéo celulg
68 1,1462E-5 | Regulacdo negativa da divisdo celul
0 2,9350E-5 Secrecao celular
4 1,3812E-3 Regulacéo de metilacdo do DNA
Proteinas de 5 13 3.8268E-7 Processo catabp_lico de proteinas
Membrana (protedlises)
14 3,1158E-7 Oxidacdo redutiva
15 2,5491E16 Fosforilacdo de amino acidos
Proteinas de
membrana 1 1 7,8875E10 | Transporte mediado por GTPase sin
ortélogas

Na Tabela 28, verifica-se os resultados das redes consenso de interagcdo entre as
proteinas da bactéria da espd&tiamblyommatisom as sequéncias de proteinas do carrapato
da espéci¢. scapularis obtidos com o uso do pacote BINGO 3.0.3 sugeranalcorréncia de

diferentes médulos funcionais significativos.

Dentre estas vias moleculares preditas para os modulos significativos entre as proteinas
de membrana da bactéria da espé&tieamblyommatisersus as proteinas do carrapato da
espécid. scapularisforam obtidas proteinas que compdem os moédulos de transporte, secrec¢ao,

resposta contra virus, fosforilacdo, metilacdo, oxidacéo e protedlise (Tabela 29).
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Tabela29 Resumo da analise de ontologia génica obtidos com o pacote BINGO 3.0.3 realizada proteinas do carrapato que compuseram ddasduncionais de

secreGao e transporte obtidos com o modulo Modland e visualizadtiaabivg Cytoscape 3.7.

Modulo lGDO' p-value ;ﬁ:{;p' X |n | X | N | Description Genes in test set
ISCW004922-PA. 1ISCW000919-PA. 1ISCW003614-PA.1
7.8875E- | 5.9866E- vesicle-mediated | ISCW005274-PA.1ISCW001188-PA.1ISCW001856-PA.1
Transporte | 161921, 7 131801 18724 ansport ISCW007610-PA.1ISCW001857-PA.1ISCW002107-PA.1
ISCW003929-PA.1ISCW006433-PA.1
8 0387E. | 2.6709E. small GTPase ISCWO007159-PA.1, ISCWO007610-PA.1, ISCW000919-PA 1,
7264 | 5 " 7 | 26| 18 | 724 | mediated signal ISCW003614-PA.1, ISCW002107-PA.1, ISCW001188-PA.1,
transduction ISCW009274-PA.1
1 4076E. | 2.6700E. ISCWO007610-PA. 1ISCW004922-PA. 1ISCW001857-PA.1
Secrecdo 32940 6. 4' 7 | 28| 18 | 724 | secretion by cell ISCW000919-PA.1ISCW003929-PA.1ISCW006433-PA.1
ISCW001856-PA.1
Metilagao | 44030 | L-3812E-| 2.9098E-1, 14 |4 | 75, regulation of DNA | 50\y001109-pa 1
3 2 methylation
51567 | 276248 2.9098E-| 1 | 5 |4 | 7p4 | histone H3KS ISCW001109-PA. 1
3 2 methylation
ISCW007259-PA.1ISCW002105-PA. 1ISCW004102-PA. 1ISCW0027(
] ] | PA.1|ISCW005428-PA.1|ISCW000295-PA.1|ISCW000603-
Fosforilagdo| 6468 %5491'5 1'38864'5 16 | 53| 20 | 724 pL‘g:”;]g:“l'ggoic'd PA.1|ISCW009144-PA.1[ISCW001031-PA.1[ISCW005620-
phosphory PA.1|ISCW000964-PA.1|ISCW008769-PA.1|ISCW001795-
PA.1[ISCW007936-PA.1[ISCW008605-PA.1[ISCW003529-PA.1
ISCW007259-PA.1[ISCW002105-PA. 1[ISCW004102-PA. 1[ISCW0027(
6.3460E.- | 1 1740E- PA.1|ISCW005428-PA.1|ISCW000295-PA.1|ISCW000603-
16310/ 7, 1 16 | 72| 20 | 724 | phosphorylation | PA.1/ISCW009144-PA.1|ISCW001031-PA.1|ISCW005620-

PA.1]ISCW000964-PA.1|ISCW008769-PA.1{ISCW001795-
PA.1[ISCW007936-PA.1]ISCW008605-PA.1]ISCW003529-PA.1
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Na Tabela 29, verifica-se um resumo dos resultados de ontologia génica obtidos
por meio do uso e anotagdo da rede consenso de interacdo para as proteinas de membrana
da espéci®. amblyommatigue interagem com as sequéncias de proteinas do carrapato
I. scapularis obtidos com o uso do pacote BINGO 3.(E3tes resultados sugerem a
presenca de diferentes mddulos funcionais significativos com destaque para os modulos
0, 4, 13, 14 e 15 obtidos por meio do interatoma de proteinas de menibeaina (

suplementares S]jpodendo ser visualizados e representados conforme a participacao

destes, para comporem @smponentes da célula, os processos celulares e ou a

localizac&o subcelular sendo ativados pela interacéo (Figura 17).
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Figural7 Vias de sinalizacdo envolvendo os modulos de secrecéo, transporte, metiiag@oilacdo obtidos por meio da andlise de visualizacao das redes de interacéo d
interatoma de proteinas de membranR demblyommatigs|. scapularistazendo o uso do aplicativo Cytoscape 3.3.4, com a adogédo dos pacdissand 2.0 para clusterizar

a rede, e do médulo BINGO 3.0.3 para realizar as andlises do enriqueciiperngedmétrico, utilizando o Teste de correcdo de FDR. Em circulos Beatga e amarelo,
tem-se: Destaque (a) para os processos celulares envolvidos com a secpegfindss, localizagdo e transporte com p-valor = 2,936@estaque (b) para 0s processos
celulares envolvendo o transporte mediado por vesiculas com p-valorSE-B8Destaque (c) para os processos celulares envolvidos com a metildgi&ié dom p-valor
=1.3812E-3Destaque (d) para os processos celulares envolvidos com a fosforilggatefieas, com p-valor = 2.549116-

Modulo de secrecdo e transporte;
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Médulo de fosforilagéo;

Fonte: Autor deste trabalho.
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Na Figura 17, verifica-se que os resultados sugeriram haver distintos mddulos
funcionais significativos que participam de vias moleculares descritas para as principais
proteinas do carrapato presentes nestes seis modulos significativos. No arquivo dos (Dados
suplementares S1j), o conjunto de proteinas nos moédulos funcionais significativos compuseram
no total, pelo menos 45 proteinas da bactéria interagindo com 385 proteinas do carrapato
formando 2,275 pares de interagdo para 0 médulo de secrecdo celular. Este foi o maior modulo
encontrado, aonde foram observados a interacdo de proteinas de memRiakattstacom

diversos dominios de produtos de génicos do carrapato.

Dentre as vias moleculares preditas obtidas para as proteinas do carrapato que
compuseram estes médulos, obtegealgumas proteinas relacionadas com a secre¢ao célula,
com a interacdo de proteinas contendo motivos repeticédo de tetratricopeptideo Tpr e do T4SS,
gue diz respeito, aos processos de translacédo e alongamento na traducéo de proteinas, transporte
de proteinas, regulacdo, formacdo e organizacdo de vesiculas mediando o transporte e a
exocitose de proteinas e outras moléculas; regulacdo da localizacao, estabilizacdo e organizacéo
de proteinas endomembranas em funcdo de pequenas GTPase, como Rab e Ras podendo estas,
sinalizarem a traducdo mediando eventos de invaginacdo com a formacao de sinapse entre as

vesiculas endocitarias levando a fusao das membranas.

Para o moédulo de metilagdo foram observadas duas proteinas da bactéria contra 21 do
carrapato formando 20 pares de interacao. Dentre as vias moleculares obtidas para as proteinas
do carrapato que compuseram este modulo, olse\agueles relacionados com a regulacéo
de DNA, metilacdo de histonas H3-K9, alquilacdo de DNA e aminoacidos de proteinas, além
do desenvolvimento do sistema digestivo e pancreatico atuando na morfogénese de cuticulas e

retinas neurais.

Para o moédulo de fosforilacédo, foram observados a ocorréncia de quatro proteinas da
bactéria contra 172 do carrapato formando 337 pares de interacdo. Dentre as vias moleculares
obtidas para as proteinas do carrapato que compuseram este méduloseldgueles
relacionados com o metabolismo de proteinas e aminoacidos por meio da fosforilagdo, com a
interacdo de proteinas contendo motivos repetidos de Anquirina (Ank) e proteinas fosfotases,
que diz respeito ao processo de modificacdes pos-translacionais de proteinas, regulacdo positiva
do nucleoplasma e transporte nuclear, regulacdo de fatores de transcricdo, morfogéneses,

processos intermediarios da organizacéo de citoesqueleto e de morte celular.



181

Para o médulo de protedlise foram observadas uma Unica proteina da bactéria contra 34
do carrapato formando 34 pares de interacdo. Dentre as vias moleculares obtidas para as
proteinas do carrapato que compuseram este modulo, aletagaeles relacionados com os

processos celulares de modificacdo e catabolismos de proteinas dependente de Ubiquitina.

Para o moédulo de oxidacédo foram observadas 16 proteinas da bactéria contra 112 do
carrapato formando 302 pares de interacdo. Dentre as vias moleculares obtidas para as proteinas
do carrapato que compuseram este médulo, olsie\agtueles relacionados com 0s processos
de respiracao celular, producao de ATP e energia, atuando na cadeia de transportes de elétrons,
com oxidacdo redutiva e fosforilacdo oxidativa, homeostase com processos metabdlicos

oxidativos, além de respostas de defesa contra virus dentre outras vias moleculares.

As proteinas que compuseram os moédulos significativos obtidos com o uso do pacote
Bingo 3.0.3 (Dados suplementares S1j), foram selecionadas para a integracao dos transcritos
obtidos com o uso da montagem “de novd, no Topico 3.6. Tratando-se, das sequéncias de
proteinas do carrapato scapularis,com as quais as proteinas da bactéria da especie
amblyommatipoderia interagir ativando médulos funcionais e vias de proteinas presentes nos
interatoma de proteinas de membrana e ortélogas foram as bases para a analise final dos niveis
de expressao e regulagéo dos transcritos dos dados de carfaphlpgsmmaspp. infectados

e, ou, ndo poRickettsiaspp.

4.8 Montagem dos transcriptomas de carrapato®mblyomma spp.

Neste estudo, foi adotado a abordagem da montagem de novo para os dados do transcriptomas
provenientes de RNA-seq de espécies de carrapatos Amblyomma spp. infectados e nao
infectados por bactérias de espécies de Rickettsia, conforme descrito no Topico 3.6.
Inicialmente, obtiveram-se as sequéncias génicas de alta qualidade e confiabilidade por meio

da andlise de qualidade dos sequenciamentos (Dados suplementares S1k-S4k) com o uso do
aplicativo FastQC 0.11.5, conforme o Tépico 3.6.1. Em seguida foi realizado a analise de
trimagem com a retirada de possiveis adaptadoreseddsfazendo o uso dos aplicativos
Trimmomatic 0.36 e novamente do aplicativo FastQC 0.11.5 para averiguarmos a qualidade do
sequenciamentoom os dados trimados (Dados ndo publicados), conforme apresentando no
Topico 3.6.2(Dados suplementares S11-S41).
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Para a montagerfde novd foi utilizado os arquivos dagadstrimadas (Dados nao
publicados), obtidas por meio dos aplicativos Trimmomatic 0.36, associados aos arquivos dos
(Dados suplementares S13dm) obtidos com o uso do aplicativo FastQC 0.11.5. Com o uso
do aplicativo Trinity 2.5.1, obtivemos as sequéncias de RNA dos transcritos (Dados nao
publicados), conforme apresentado no Tépico 3.6.3. Com o uso do aplicativo Kallisto 0.43.0,
os transcritos montados foram alinhados para obtermos os niveis de transcri¢cdo e abundancia,
destes, conforme apresentado no Toépico 3.6.4, contento os valores de TPM e os niveis de
abundancia dos transcritos para cada conjunto de dados de transcriptomas montados (Dados

suplementares S184n).

4.8.1 Qualidade e trimagem dageads dos transcriptomas
4.8.1.1 Qualidade do sequenciamento

Com o uso do aplicativo Fastqgc 0.11.5., foi obtido os resultados das andlises de qualidade das
readsde diferentes érgaos de carragadimblyommaspp. infectados e, ou, nado infectados por
Rickettsiaspp.. Os arquivos de saida contémieals (Dados nédo publicados) e lasks dos
parametros avaliados. Nos resultados da analise de qualidade inicial, observou-se a ocorréncia
de diferenteseadspara os dados de RNA-ssiqgle endSe), havendo nas glandulas salivares

do carrapatoA. aureolatum50,475,296reads no arquivo (SRR4301110 1 fastq&)aflos
suplementares S)guando infectade 59,846,982eadsno arquivo (SRR4301100 1 fastqc)

(Dados suplementares S1k’), quando nao infectado pela espérigickettsii.

No intestino do carrapato desta mesma espécie, observou-se a ocorréncia de 45,877,417
reads no arquivo (SRR4301120_1 fastq@afos suplementares §2guando infectade
86,468,328eadsno arquivo (SRR4301108 1 fastgbh(los suplementares S2k’) quando hao
infectado por esta mesma espécie de bactéria. No intestino do cafragratiptumobservou-
se a ocorréncia de 42,180,348dsno arquivo (SRR4277085 1 fastgop(os suplementares
S3K quando infectado, 86,829,75rkads no arquivo (SRR4277086_1 fastqdpados
suplementares S3k’) e 62,613,298 no arquivo (SRR4277087_1 fastfeldps suplementares

S3k’’) quando nao infectado por esta mesma espécie de bactéria.

Nos resultados da analise de qualidade inicial, observou-se a ocorréncia de diferentes

readspara os dados de RNA-spgir end(Pe), havendo no intestino do carrapatsculptum
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24,604,909reads no arquivo (SRR3198618 1 fastqd)aflos suplementares S4¢uando
infectado, 26,550,46fadsno arquivo (SRR3120106_1 fastqDuflos suplementares S4k”)
e 26,550,466eadsno arquivo (SRR3120106_2 fastqDu(los suplementares S4k”’), quando
nao infectado pela espédie amblyommatisNos ovarios do carrapato desta mesma espécie,
observou-se a ocorréncia de 23,294,884ddsno arquivo (SRR3198621 1 fastg®aflos
suplementares Syk 22,726,084 reads no arquivo (SRR3126275 1 fastqcDados
suplementares S5k’) e 22,726,084reads no arquivo (SRR3126275 2 fastqcpaflos

suplementares S5k”’).

4.8.1.2 Trimagem dasreads do sequenciamento

Com o uso do aplicativo Trimmomatic 0.36, os arquivos contendeads provenientes dos

dados de RNA-seq foram trimadas com a remocéao dos possiveis adaptadores. Em seguida estas
sequéncias foram subnus novamente a analise de qualidade através do aplicativo Fastqc
0.11.5, gerando os arquivos de saida contendeaas(Dados ndo publicados) e lirks dos
parametros avaliados. Nos resultados da andlise de qualidade inicial, observou-se a ocorréncia
de diferenteseadspara os dados de RNA-ssiagle endSe), havendo nas glandulas salivares

do carrapat®. aureolatun’9,118,00eadsno arquivo (SRR4301110_1.clean15_pair.fastqc)

(Dados suplementares $llquando infectado e 58,342,330eads no arquivo
(SRR4301100 1.clean15 pair.fastgrafios suplementares §lguando nao infectado pela

espécieR. rickettsii.

No intestino do carrapato desta mesma espécie, observou-se a ocorréncia de 44,638,813

reads no arquivo (SRR4301120_1.clean15_pair.fast@ydps suplementares $2juando
infectado e 84,201,603eads no arquivo (SRR4301108 1.cleanl5 pair.fastgopdps

suplementares S3Ilquando néo infectado por esta mesma espécie de bactéria. No intestino do

carrapato A. sculptum, observou-se a ocorréncia de 41,088,9%ads no arquivo
(SRR4277085_1.clean15 pair.fastgcDaflos suplementares $3lquando infectado,
84,544,156reads no arquivo (SRR4277086_1.cleanl5 pair.fastgeddps suplementares
S3I) e 60,935,922 reads no arquivo (SRR4277087_1.cleanl5_ pair.fastq&adps

suplementares S3) quando nao infectado por esta mesma espécie de bactéria.

Nos resultados da analise de qualidade inicial, observou-se a ocorréncia de diferentes

readspara os dados de RNA-spgir end(Pe), havendo no intestino do carrapat@culptum
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24,408,25Feadsno arquivo (SRR3198618 1.cleanl5_pair.fastQedps suplementares $4l
quando infectado, 25,066,786adsno arquivo (SRR3120106_1.cleanl5_pair.fastge)dos
suplementares S4lom 994,48Geadsno arquivo (SRR3120106_1.clean15 Unpair.fastqc)
(Dados suplementares 32 e 25,066,766  reads no arquivo
(SRR3120106_2.clean15_ pair.fastgfaflos suplementares Sylgom 444,417reads no
arquivo (SRR3120106_2.clean15_Unpair.fastqeados suplementares 34| quando nao

infectado pela espécie. amblyommatis

Nos ovarios do carrapato desta mesma espécie, observou-se a ocorréncia de 23,151,084
reads no arquivo (SRR3198621 1 cleanl5_ pair.fast@gdps suplementares $Fuando
infectado, 21,598,841reads no arquivo (SRR3126275 1.cleanl5_pair.fastqDadps
suplementares S5lctom 727,07Qeadsno arquivo (SRR3126275 1.clean15 Unpair.fastqc)

(Dados suplementares $9 e 21,598,841 reads no arquivo
(SRR3126275_2.clean15 pair.fastgfaflos suplementares Splgom 358,442reads no
arquivo (SRR3126275_2.cleanl5_Unpair.fastdeados suplementares 35l quando néo

infectos pela mesma espécie de bactéria.

Osresultados dos valores da analise de qualidadesddsinicial obtidos com o0 uso
do aplicativo Fastqc 0.11.5, seguido da andlise de trimagem com o uso do aplicativo
Trimmomatic 0.36 e novamente a andlise de qualidade sob os dados trimados com o uso do
Fastqe sugeriu a melhoria dos dados com a remoc¢édo de adaptadoreadsde baixa
qualidade sendo possivel comparar as diferencas nos valores do total destas sequéncias entre o
antes e o depois. Estes conjuntos de dados de transcriptoArablgemmaspp. infectados e,
ou, ndo poRickettsiaspp. garantiram a escolha de sequéncias apresentando os melhores niveis

de qualidade para a analise lantagem “de novd (Tabela 30).
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Tabela30 Quadro dos resultados parcides andlises de qualidade e trimagem para o sequenciamento dos dados de BblAsgEries de carrapatdmblyommaspp.
infectados e, ou, ndo por espécies de badRidkettsiaspp, com o uso dos aplicativos Fastqc e Trimmomatic. Destaque para o numeealsie as diferencas entre estes
valores em (Dados suplementares,(&)ps os procedimentos iniciais de qualidade e o final com os dados trirmeslasoptencao de sequéncias de alta qualidade.

Total deReads Total deReads
transcriptomas carrapatos infectados transcriptomas carrapatos nédo infectados
Espécie Espécie
de de Orgdo | Seq (Dados S-K) JadosS) (Dados S-K) yDadosS)
Amblyomma Rickettsia Valores ap0s a osap Numero Valores apos a °s ap Ndamero
andlise inicial de .anahsede dereads analise inicial de .anahse de dereads
ualidade das trimagem edla removidas ualidade das trimagem e da removidas
q reads gualidade final q reads qualidade final
dasreads dasreads
Glandulas Single > >
ealivares end Sk | 50,475,296 | SIL | 49,118,004 | 1.357.292 | Sik 59,846,982 | Sil 58,342,330 | 1.504.652
A. aureolatum
R. rickettsii Intestino Sé':%e Sk | 45877,417 | SA | 44,638,813 | 1.238.604 | Sk | 86,468,328 | S2° | 84,201,603 | 2.266.725
Sinale Sx’ | 86,829,754 | SI 84,544,156 | 2.285.598
Intestino en% Sx | 42,180,348 | S | 41,088,975 | 1.091.373
Bk’ | 62,613,298 | S3” | 60,935922 | 1.677.376
Pair S4 s41 1.483.700
A. sculptum Intestino ond Sk | 24,604,909 | S4A. | 24,408,257 196.652 26,550,466 25,066,766
_ S S42 1.483.700
R. amblyommatis
S S5k | 22,726,084 | SH1 | 21,598,841 | 1.127.243
Ovérios end S5k | 23,294,597 | S5 | 23,151,084 143.513
S5K* | 22,726,084 | SH2 | 21,598,841 | 1.127.243
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Na Tabela 30, verifica-se o resumo dos resultados preliminares obtidos apés a analise
de qualidade e de trimagem do sequenciamento com o uso do aplicativo Trimmomatic 0.36.,
estimando o total de sequéncias brutas geradas com o uso do aplicativo Fastqc 0.11.5. para os
dados de RNA-seq obtidos de diferentes 6rgdos de espécies de cadkapaiasnmaspp.
infectados ou ndo por espécies de bact&ielsettsiaspp., sendo representados os valores dos
(Dados suplementares S-k e S-I (s)) sugerindo as diferencas (em cor laranja) para o numero de
readsremovidas entre os dados brutos e os dados tratados, podendo ser acessados por meio dos

links apresentados acima.

4.8.2 Montagem “de novo” dos transcriptomas de Amblyomma spp.

Com o uso do aplicativo Trinity 2.5.1, obteve-se nos arquivos de saida arquivos trinity.Fasta

contendo as sequéncias de RNA montadas (Dados nao publicados) (Tabela 31).

Tabela31 Resumo dos resultados preliminares da analise da montagem de novo deedRiS-sBg com

destaque para os arquivos de saida Trinity.Fasta contendo as sequéncias de RN&&s.montad

Sequéncia de nucleotidao formato Fasta contendo o Trinity ID

>TRINITY_DNB8_c0_g1_i1 len=915 path=[895:0-914] [ B 2]
CGCTGCCAAGATACATAGCCACTACTCCGAGTTTTTCTCCAAGGTTGCCTCCTACGCGGAAGAETCAAGCTCCACGTCGC
CAACCGGATGTACTCTGAACAGACCTTCCCTGTCCTGGAGAGCTATCTGTCCCTTCTTCGAGAGCTACGGATCCACTAT
CGAATCAGTAAACTTCAGGAACGATTACGAGAGTGTTAGGCAGCAAGTGAATGCTTGGGTCGABAAGCCACCGAATCA
AAGATAAAGGACCTCTTGCCCACTGGGAGCGTAGATGCCCTCACCACCCTGATCCTGGTAXGCTATCTACTTCAAAGGCT
CCTGGGAATCACCCTTCGATCCAGACGCCACATGTAGTTCTGATTTCCACCTCGACTCGAAGARPAAGAAAGAAGTGGAC
ATGATGTACAAGAAGAAAGCTTACAAGATGTGCACCAACGACGAACTGCGAGTAGCCGCASTCGAGATCCCTTACCGCGG
TGGCAAGACTTCCATGGTCGTGCTCCTTCCCAACGATATCGAAGGGCTGTCCAAACTTGAGKECTCATGACAGCTACAAA
ACTTGCGGACGTGTTGAAAAACCTTTGCACCGGCGTGGATGTTGAGCTTTATCTCCCCAAATTCAAGIAGAACAGGCGAT
TTTCCTCAAGGAAACCTTGCAAGCTATGGGGGTCAAAGACTTTTTCACTACGGACGCTGACTTATCGCCATCACTGAGGC
GGAAGAGCTGATGGCTTCTGAAGTGATCCACAAAGCCTTTGTAGAAGTCGATGAGAAGGGCACAGAAGCCGCCGCAs
ACCGCTGTGATGGTGGCGGCGTGCTGCTTGACGTCGGCTATTGTGCCAGTGACTTACAAATTTGTEGGATCGGCCCTTC
ATGTTCCTAATTCATAGTCACGATCCAGG

>TRINITY_DN8_c1_g1_il len=243 path=[223:0-242] [-22 2]
TTTTTGGGTTCAAGCTTTATTCTAGTGCACCAAATACTGTTACATAGTACAATGAAATGGCACATTACCAGACGTTGAGAT
GGAAAGCACCCACACTGCGAGAGGCATGCTCTTCAGGGCATGAACAGAGCTTTGGAGAAGTTACAATTCACGAACGGA
GCCCATGAAAAGCACGACTTCGGGATCATGACTACGAATTAGGAACAAGAAAGGCCGA CCACCACAAATTTGTAAGTCA
CTG

STRINITY_DNB8_c2_g1_i1 len=412 path=[1:0-411] [-1,-2]
AGTACATCCGGTTGGCGACGTGCAGTATGACGTCAGGAGAGTAGCCCGGAAGCTGTTCTTTGAGBCTTGTAGAAGTGT
CGATGGTGGGACTGTTCTTCCTTCACGTGGAGGGCCTCGCACAGTTGCTTGGCTGTTTGATTTCGGETGGCCAGTACC
ATGGAGAGAGCCGCTGAAATGCTGAACGGTGAGAAGAAGATATTCTCATGGTTCTCGACTGCATAGCTCGCAGATGCTT
GTGCAGGTCCACGGAGAATGCGATGAGTGAAGTGCCGAAGTCGGCCTCCATGGTATGGTAOGTGAAAAAGCTAGGTCT
CCAGTAGCGACGTAAACAGGTTCACGCCCACGATCGGCGCGCAGTCAAAACTATGAABTTGTTTTTCTTGGCAAGGCCG
TCGCATGCGCT

Na Tabela 31, verificaeum resumo das sequéncias de RNA para os transcriptomas de
carrapatosAmblyommaspp. infectados ou ndo por espécieRikettsia em formato Fasta
provenientes da analise da montag&la novd com uso do aplicativo Trinity 2.5.1 (Dados

nao publicados).
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4.8.3 Anadlise dos niveis de abundéancia e indexacao da transcri¢cao

Com o uso do aplicativo Kallisto 0.43.0, obteve-se o arquivo de saida transcriptoma.idx para
cada conjunto de dados (Dados nédo publicados). Estes arquivos foram indexados ao arquivo
contendo as sequéncias de RNA em formato Fasta obtidas com uso do Trinity 2.5.1. Foram
originados trés arquivos de saida, entre estes, os dados do nivel de abundancia e TPM para os
transcritos montados (Tabela 32).

Tabela32 Resumo dos resultados preliminares da analise do calculo de abundancia e TRha@dexacao do
arquivo Trinity.Fasta obtido com uso do aplicativo Trinity 2.5.1 comtesmsl sequéncias de RNA ao arquivo

transcrippmaidx obtido com uso no aplicativo Kallisto 0.43.0.

Target ID Length Eff_length Est_counts TPM
TRINITY_DN8 c0 g1 i1 946 747 252 5.98088
TRINITY_DN78 c0 g1 i1 7221 7022 8364 21.1173
TRINITY_DN51 c0 g1 i1 3324 3125 63223 358.682
TRINITY_DN53 c0 g1 i1 1412 1213 1194 17.4513

NaTabela 32, verifica-se um resumo do calculo dos niveis de abundancia da transcricao
contendo, os IDs das sequéncias de RNA, que foram obtidas com uso com aplicativo Trinity
2.5.1 e os valores de TPM montados. Os resultados desta andlise, sugeriu a ocorréncia de
diferentes sequéncias de RNA para os dados de transcriptoma montados de RM4lseq
end(Se), havendo nas glandulas salivares do carr@paareolatunma ocorréncia de 76,736

sequéncias de transcritos no arquivo (SRR4301110_ abundancBisigs (suplementares

S1inm) quando infectado e 74,434 sequéncias de transcritoS no  arquivo
(SRR4301100_abundance.tsipgdos suplementares S )mquando nao infectado pela espécie
R. rickettsii.

No intestino do carrapato desta mesma espécie, observou-se a ocorréncia de 61,278
sequéncias de transcritos no arquivo (SRR4301120_ abundancBsigs (suplementares

S2m) quando infectado e 73,994 sequéncias de transcritos no arquivo

(SRR4301108_abundance.ts)afdos suplementares S9nguando nao infectado por esta

mesma espécie de bactéria. No intestino do carr@pattulptumpbservou-se a ocorréncia de
65,277 sequéncias de transcritos no arquivo (SRR4277085_ abundanc@tsi)s (

suplementares S3mquando infectado, 67,208 sequéncias de transcritos no arquivo

(SRR4277086_abundance.ts@p(los suplementares S3re 54,687 sequéncias de transcritos

no arquivo (SRR4277087_abundance.t®4dos suplementares S3jrguando néo infectado

por esta mesma espécie de bactéria.
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Nos resultados da analise de qualidade inicial, observou-se a ocorréncia de diferentes
readspara os dados de RNA-ssipgle end e pair en(Pe), havendo no intestino do carrapato
A. sculptum a ocorréncia de 89,641 sequéncias de transcritos no arquivo
(SRR3198618_ abundance.tsvipafos suplementares S)Ynguando infectado e 40,996

sequéncias de transcritos nos arquivos (SRR3120106_abundandzst$yy Euplementares

S4nt) quando ndo infectado pela espéRieamblyommatisNos ovéarios do carrapato desta
mesma espeécie, observou-se a ocorréncia de 93,260 sequéncias de transcritos no arquivo
(SRR3198621_ abundance.tsiafos suplementares Spen54,421 sequéncias de transcritos

no arquivo (SRR3126275_abundance.t®4dos suplementares S5

4.9 Andlises de expressao diferencial

As sequéncias de RNé&n formato Fasta obtidas a partir da montagem “de n&wo” com o uso

do aplicativo Trinity (Dados nédo publicados) provenientes dos dados dos transcriptomas de
espécies de carrapatos do géremblyommanfectados e, ou, ndo infectados por espécies de
bactéria do génerRickettsia juntamente com os IDs dos transcritos e os valores da TPM
obtidos com o uso do aplicativo Kallisto (Dados suplementaresS&imj-foram utilizados

para analise de expressao diferencial.

Para isto, foi realizada a integracdo das sequéncias de nucleotideos dos transcritos aos
interatomas construidos, adotando das sequéncias de aminoacidos das proteinas de carrapato da
espéciel. scapularis especialmente aquelas, com as quais, as proteinas de membrana e
ortologas da bactéria da espéRieamblyommatiformaram pares de interacdo, estando ainda

presentes nos modulos significatif@ados suplementares $1j

Primeiramente foi realizado a analise de similaridade entre as sequéncias de
nucleotideos dos transcritos obtidos contra as sequencias de proteinas do carrapato envolvidas
nas vias preditas para a secrecdo, transporte, fosforilacdo, metilacdo, defesa contra virus,
oxidacdo e proteolise, presentes no interatoma de proteinas de membrana fazendo uso de

multialinhamentos de sequéncias.
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4.9.1 Similaridade entre as sequéncias de transcritos denblyomma versus as proteinas

do |. scapularis presentes no interatoma de membrana

Para integrarmos as sequéncias de RNA montados (Dados nédo publicados) ao interatoma,
utilizamos as sequéncias de aminoacidos das proteihascdpularispresentes no interatoma

das proteinas de membrana e ort6logaR.danblyommatiéDados suplementares S1j). Entre,

as proteinas escolhidas, adotamos aquelas que fizeram parte de mddulos funcionais
significativos, extraindo as proteinas do carrapato presentes nos cluster de secrec¢éo, transporte,
fosforilacdo, metilacdo, defesa contra virus, oxidacdo e protedlise, obtidos com o aplicativo
Cytoscape 3.7 adotando o modulo BINGO 3.0.3.

A partir disto, a integracdo dos transcritos ao transcriptoma, pode ser realizado fazendo
0 uso do TBLASTnN, para a andlise de similaridade destas sequéncias de protdinas do
scapularis(Dados suplementares $tpntra as sequéncias de RNA (Dados nao publicados)
obtidas para os transcriptomas de espécies de carrapatigommaspp., com 0 uso do
aplicativo Trinity 2.5.1. Os resultados observados revelaram os pares de IDs das sequéncias de
RNA similares entre as sequéncias de aminoacidos de proteinas do carrapato que constituiram

os médulos funcionais do interatoma de proteinas de membrana predito (Tabela 33).

Tabela33 Resumo dos resultados da analise de similaridade para as sequéncias de pootestwpularis
obtidas dos interatomas contra as sequéncias de RNA referentes aos transcriptdadss rpam 6rgdos de

carrapatogsmblyommaspp. infectados ou nao pRickettsiaspp..

Modulos ID proteina ID-trinity-RNA-seq Confianca>=70| Identidade<=1&0
I. scapularis Amblyommaspp.
ISCW000002-PA.1] TRINITY_DN1034_c0 g1 il 79.85 3e70
ISCW000002-PA.1] TRINITY_DN30393 c0_g1_il 79.85 2e70
ISCW000086-PA.1] TRINITY_DN16087 c0_g1_il 70.76 0.0
ISCW000086-PA.1] TRINITY_DN43626_c0_g1_il 70.76 0.0
ISCW000128-PA.1] TRINITY_DN1752 c0 g1 il 79.25 0.0

Na Tabela 33, verifica-se um resumo do TBLASTn para as sequéncias de proteinas do
carrapato presentes nos médulos funcionais do interatoma de proteinas de membrana contra as
sequéncias de transcritos de RNA dos transcriptomas montados para caAaypsyasnma

spp. infectados e nao infectados Rarkettsiaspp. em diferentes 6rgad3ados suplementares

S1n), podendo ser vistos negirek.
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4.9.2 Niveis de expressédo dos transcritos

Os resultados da andlise de similaridade (Dados suplementares SEm oeniDs das
sequéncias de proteinas do carrapato da edpgcapularisque compuseram 0s seis principais
modulos significativos do interatoma de proteinas de membrana peeutgeus similares

obtidos para cada conjunto de dados de transcritos de RNA dos transcriptomas montados para
os carrapato8Bmblyommapp. infectados e, ou, ndo infectadosRiokettsiaspp. em diferentes

orgaos. Comstranscriptomas integrados ao interatoma de proteinas de membrana e qrtélogos
obteve-se os resultados de TPM pareados para cada transcrito similar as protéinas do

scapularis

Para a integracao final dos dados, cada par de ID das proteihascdpularis que
possuem ID similar as sequéncias de transcritos montadas, foi concatenado gerando uma lista
de coluna Unica com apenas uma linha para cada identificador de proteina. A integracédo dos
dados dotranscriptoma as proteinas presentes nos modulos funcionais do interatoma de
membrana, gerou um arquivo contendo os IDs para cada uma das sequéncias de proteinas do
carrapatd. scapulariscom seus pares de IDs das sequéncias de RNA similares e os valores de

TPM dos transcritos.

As sequéncias destes transcritos foram similares as sequéncias de proteinas do carrapato
avaliadas por meio do TBLASTn., também interagiram com as proteinas de membrana e
ortélogas deR. amblyommatigbtidas para seis diferentes moédulos funcionais significativos
oriundos dos interatomas de proteinas de membrana (Dados ndo publicados). Apés a obtencédo
destes arquivos contendo os IDs das proteindssdapularis os IDs das sequéncias de RNA
provindas dos transcriptomas Alimblyommaspp. obtidas com o uso do Trinity 2.0, contendo
os valores de TPM para cada transcrito, foram calculados os valdodd deangecom o uso

de gréficos construidos no aplicativo do Excel.

Neste sentido, foi realizado a divisdo dos valores de TPM para os dados de transcritos
de carrapato®dAmblyommaspp. em condi¢cdes de infgm sob os dados de transcritos em
condicdes de nédo infeccéo por bactdrRekettsiaspp. Os valores deld changdoram obtidos

pela divisdo simples com o uso da formula matemaética:

TPMin¢

Fold change = ———
9 = TPMypns
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Apbs logaritmizar os valores deld changena base Log2, foi realizado o célculo da
média para os valores quando mais de uma sequéncia de transcrito foram similares e obtidas
para uma mesma sequéncia de proteinas do carrhpatapularis Logo em seguida,
averiguamos se os transcritos sao regulados de forma pd&sjivguando os valores deld
changelog2 >= 1, e se regulados de forma negdtdawvri’ quando os valores deld change
log2 <= -1 (Tabela 34).

Tabela34 Resumo dos resultados fdd changeobtidos com a divisdo dos valores de TPM inf por TPM fi inf,
destacando os IDs dos transcritosAaeblyommaspp. similares as proteinasldecapularis sendo regulados de

forma positiva, negativa ou sem niveis de expressao detectado para uma definicao.

ID proteina ID-RNA-seq TPM inf | TPM n.inf | Fold.change| Log2 F.c Média
I. scapularis Amblyommaspp.

ISCW000002-PA.1| DN50051 c0_gl1_il| 115,223| 1,31054 | 87,9202466| 6,458123528

ISCW000002-PA.1| DN55224_c0_gl i1] 1,73696| 123,723 | 0,0140391 | -6,15440538] *'1°18%9

ISCW000086-PA.1| DN13259 c0_gl1_il| 8,38115| 7,51545 | 1,11518938| 0,157288723

ISCW000086-PA.1| DN65255_c0_gl i1] 21,8704] 151876 | 14,4001686] 3.848013794 2002651

ISCW000128-PA.1| DN26104 c0_gl1_il 0 7,46028 0 #NUM! -

Na Tabela 34, verifica-se um resumo dos IDs de identificacdo das sequéncias de RNA
transcritas nos transcriptomas de carrapatoblyommaspp. infectados ou nao pRickettsia
com destaque para os valoresfdiel changee a média calculada para a definirmos, se a
expressao destes transcritos é regulada de forma positiva ou negativa, podendo ainda, ndo haver
niveis satisfatorios para esta mensura¢&al(s suplementares §1lpodendo ser visto neste
link.

Estes resultados sugerem mudancas de expressao génica para os carrapatos com ou sem
a infecgdo. Os resultados obtidos para a anotagéo de proteinas preditas baseado na expressao
diferencial de genes presentes nas células dos érgéos glandulas salivares, intestino e ovarios de
espécies dAmblyommasugeriram haver diferencas para cada conjunto de dados, extraido as
sequéncias com a média do valofald changdog2 >=2 ou <=-2 (Tabela 35

Tabela35 Quadro de resumo da anotacao e expressao diferencial para o conjuntsdiedidd-seq abordando
a montagem de novo para cada espécie de carrapattyommaspp. € em determinado 6rgao infectado ou néao

por Rickettsiaspp., sendo (sg) glandulas salivares, (mg) intestino e (ov) ovarios.

Amblyommaspp. ) NE de
& Orgéo Modulo . Reg (+) Reg ()
. . Proteinas
Rickettsiaspp.
A. aureolatum transporte 36 15 21
& (s9) Secrecéo 131 71 60
R. rickettsii Metilacao 3 5 1
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Protedlise 12 7 5
Oxidacao 38 15 23
Fosforilacédo 61 29 32
transporte 30 26 4
Secrecao 111 89 22
Metilagéo 2 2 0
(mg) -
Protedlise 15 11 4
Oxidacao 32 25 7
Fosforilacédo 58 46 12
transporte 30 6 24
Secrecao 116 47 69
A. SCg':”pt”m (ma) Metilag&o 0 0 0
R. rickettsii g Protedlise 12 5 7
Oxidacéo 23 12 11
Fosforilagéo 54 35 19
transporte 6 2 4
Secrecdo 33 11 22
Metilag&o 0 0 0
(mg) -
Protedlise 5 3 2
Oxidacao 15 3 12
A. scgt:lptum Fosforilagéo 9 3 6
R. amblyommatis transporte 27 11 16
Secrecdo 83 36 47
Metilag&o 1 1 0
(ov) —
Protedlise 9 3 6
Oxidacao 23 10 13
Fosforilagédo 33 10 23

Na Tabela 35, verificasse todo o conjunto de dados avaliados, sendo anotados o niumero
de proteinas que apresentaram niveis de abundancia de transcritos e divididos entre as proteinas
gque apresentaram regulacdo positiva com valdoldechangena base Log2 >= 2,5 das que
apresentaram regulacdo negativa com valdioltechangena base Log2 <= -2,5 para cada

modulo funcional significativo preditos no interatoma de proteinas de membrana e ort6logas.

De certa forma, estas diferencas de expressédo e na abundéancia dos transcritos para o
conjunto de dados dos transcriptomas das esp&cszulptunmem resposta a infeccao fr
amblyommatisho intestino e ovarioA. sculptumem resposta a infeccao plr rickettsiino
intestino, eA. aureolatumem resposta a infeccdo pRr rickettsiiem glandulas salivares e
intestino sdo inerentes aos Orgaos. Estes resultados revelaram a capacidade de espécies de
Rickettsiana atividade desta expresséo de genes podendo estar correlacionadas com o potencial
de proteinas expressas nos seus genomas pertencentes a membrana, sendo estas secretadas,

excretadas e, ou, de superficie.
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As proteinas com maior nivel de expressédo considerando o védid dbangena sabe
Log2 >= 2,5 para uma expresséao positiva e o valtoldeehangena base Log2 <=-2,5 quanto
a expressao for negativa. Nas glandulas do carrapato da espécie de cArrapetolatum
infectado ou ndo pdR. rickettsii,os resultados para os niveis de expressao e abundancia de
transcritos de proteinas preditas no moédulo de secrecdo, destacaram-se 28 proteinas
apresentando regulacdo negativa e 31 apresentando regulacdo positiva. Para as proteinas
preditas no médulo de transporte que interagiu com proteinas ortolodriskdésiaspp.
utilizadas inicialmente no modelo evolutivo, destacaram-se 14 apresentando regulacdo negativa
e seis proteinas apresentando regulacéo positiva. Para o médulo de metilacdo, destaca-se uma
proteina apresentando regulagdo negativa e duas apresentando regulacdo positiva. Para o
modulo de protedlise, destacaraaguatro proteinas apresentando regulacéo negativa e quatro
apresentando regulacdo positiva. Para o0 modulo de oxidacdo, destasimsequéncias
apresentando regulacdo negativa e cinco apresentando regulacdo positiva. Para o modulo de
fosforilacdo, destacam-se 13 sequéncias apresentando regulacdo negativa e oito apresentando

regulacdo positiva.

No intestino, entre as proteinas transcritas relacionadas com o modulo de secrecéo,
destacaram-se oito apresentando regulacdo negativa e 41 proteinas apresentando regulacao
positiva. Para o0 modulo de transporte, destacaram-se quatro apresentando regulacédo negativa e
11 proteinas apresentando regulacdo positiva. Para o médulo de metilacdo, ambas proteinas
foram reguladas de forma positiva. Para o modulo de protedlise, destacaram-se setes sequéncias
apresentando regulacdo positiva e trés apresentando regulacdo negativa. Para o modulo de
oxidacéo, destacaram-se trés sequéncias apresentando regulagdo negativa e 11 apresentando
regulacdo positiva. Para o modulo de fosforilacdo, destacaram-se cinco sequéncias

apresentando regulacdo negativa e 13 sequéncias apresentando regulacéo positiva.

No intestino da espécie de carrapataculptumnfectado ou ndo pdr. rickettsij entre
as proteinas transcritas relacionadas com o mdédulo de secrecdo, destacaram-se 29 sequéncias
apresentando regulacdo negativa e nove apresentando regulacdo positiva. Para o médulo de
transporte, destacam-se 13 sequéncias apresentando regulacdo negativa e duas apresentando
regulacdo positiva. Para 0 modulo de metilagdo ndo houve resultados a serem demonstrados.
Para o modulo de protedlise, destacase sete sequéncias apresentando regulacao negativa e
cinco apresentando regulacdo positiva. Para o moédulo de oxidac&do, destacaram-se cinco

sequéncias apresentando regulacdo negativa e sete apresentando regulagdo positiva. Para o
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mo&dulo de fosforilacdo, destacaram-se nove sequéncias apresentando regulacdo negativa e oito

apresentando regulacéo positiva.

No intestino da espécie de carrapatasculptumnfectado ou ndo pdR. amblyommatjs

entre as proteinas transcritas relacionadas com o moédulo de secrecao, destacam-se 12 proteinas
reguladas de forma negativa e 11 reguladas de forma positiva. Para 0 médulo de transporte
destacaram-se uma sequéncia apresentando regulagéo negativa e duas apresentando regulacéo
positiva. Para o0 modulo de metilacdo ndo houve resultados a serem demonstrados. Para o
modulo de protedlise, destacaram-se uma sequéncia apresentando regulacdo negativa e uma
apresentando regulacdo positiva. Para o0 modulo de oxidagdo, destacaram-se dez sequéncias
apresentando regulacdo negativa e uma apresentando regulacdo positiva. Para o médulo de
fosforilacdo, destacaram-se trés sequéncias apresentando regulacdo negativa e trés

apresentando regulacéo positiva.

Nos ovarios, entre as proteinas relacionadas com o modulo de secrecao, destacaram-se
22 sequéncias apresentando regulacéo positiva e 27 apresentando regulacdo negativa. Para as
proteinas transcritas relacionadas com o modulo de transporte, destacam-se dez sequéncias
apresentando regulacdo negativa e dez apresentando regulacdo positiva. Para o médulo de
metilacdo foi observado a ocorréncia de apenas uma proteina transcrita e regulada
positivamente nos ovarios, ndo havendo proteinas transcritas para o intestino. Para o modulo
de protedlise, destacaseseis sequéncias apresentando regulacdo negativa e trés apresentando
regulacdo positiva. Para o médulo de oxidacdo, destacaram-se oito sequéncias apresentando
regulacdo negativa e sete apresentando regulacao positiva. Para o mdédulo de fosforilacéo,
destacaram-se dez sequéncias apresentando regulacéo negativa e dez apresentando regulacéo

positiva.

4.9.3 Expressao de transcritos coexpressos

Para a anotacdo da expressao de transcritos coexpressos, foram selecionados e comparados 0s
dados da média calculada dos valore®mliechangena base Log2 para o intestino de carrapato

das espécies. aureolatume A. sculptunminfectados poR. rickettsii,e da mesma espéaote
sculptuminfectado porR. amblyommatisOs transcritos obtidos apresentaram a regulacdo

positiva com os valores deld changena base Log2 >= 2 e com regulacdo negativa da
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expressao com valores tidd changena base Log2 <= -2. Os resultados para as glandulas

salivares e ovérios ndo foram discutidos (Dados nao apresentados).

Para esta discussao, consideramos os resultados da expressao de transcritos para as
sequéncias de proteinas principalmente coexpressas para 0 intestino das espécies de
Amblyommanfectados poRickettsiaspp. (Anexos 3 e 4). Com os resultados da anotacéo da
expressdo de transcritos de carrapato das espgéceseolatune A. sculptumem condi¢des
de infeccdo e néo infeccdo pela espécie de ba&eériakettsij pudemos comparar 0s niveis
da expressdo e o comportamento da regulacdo entre os carrapatos e em consequéncia da

infeccd@o por esta espécie de bactéria, conhecida por sua alta patogenicidade para humanos.

Com isto, averiguamos as similaridades e diferencas pontuais da expresséao diferencial
de transcritos entre as espécies de carrapatos no conjunto de proteinas preditas para cada
modulo funcional significativo do interatoma de membrana, podendo haver diferencas entre as

espécies dAmblyommgTabela 3.

Tabela36 Quadro de comparacéo da anotacéo e expressao diferencial entre intestinosrpandoodeodados de
RNA-seq das espécies de carrapat@ureolatum(Aa_Mg) versusA. sculptum(As_Mg), ambos infectados ou

nao porR. rickettsiiadotando o modelo do interatoma de proteinas de membrana e ortélogas.

Aa_Mg versus As_Mg
. o .
Médulo N° de proteinas Aa (+) As () Aa (+) & As (-) Aa () & As (+)
Transporte 18 1 1 15 1
Secrecdo 59 16 9 31 3
Metilacdo 0 0 0 0 0
Protedlise 8 3 1 3 1
Oxidacédo 17 8 1 7 1
Fosforilacéo 32 18 5 7 2
Total 134 46 17 63 8

Na Tabela 36, verificae o resumo de todo o conjunto de dados avaliados para cada
modulo predito sugerindo entre as vias moleculares, diferencas entre as proteinas que
apresentaram regulacdo positiva versus as que apresentaram regulacdo negativa entre 0s
transcritos expressos nos intestinos de ambas as espécies de caAayEyosnmaspp.

infectados poR. rickettsii

Com os resultados da anotacdo da expressao de transcritos do intestino de carrapato da
espéciéA. sculptunmem condi¢bes de diferentes infeccdes e ndo pelas espécies de Hactérias
rickettsii (Patogénicag R. amblyommatiéSem casos humanos reportagosinparamos entre

estas bactérias os niveis de expresséo e abundancia de sequéncias de proteinas putativas para



196

este 6rgdo. Com isto, pudemos averiguar as similaridades e diferengas pontuais da expressao
diferencial de transcritos e potenciais proteinas putativas no mesmo 6rgdo para os modulos
funcionais significativos preditos nos interatomas de proteinas de membrana e ortdlogas,

podendo haver diferencas entre as espécisaffettsia(Tabela 37.

Tabela37 Comparacédo de comparagda anotacdo e expressao diferencial entre intestinos para o conjunto de
dados de RNA-seq da espécie de carrapateculptuminfectados ou ndo pdR. rickettsii(Rr_Mg) versusR.

amblyommatigRa_Mg), adotando o modelo do interatoma de proteinas de membrana e ort6logas.

Rr_Mg versus Ra_M
. o .
Médulo N° de proteinas Rr (+) Ra () Rr(+) & Ra(-) Rr(-) & Ra(+)

Transporte 3 0 1 2 0
Secrecao 20 2 10 6 2
Metilacéo 0 0 0 0 0
Protedlise 2 1 1 0 0
Oxidacao 8 1 3 4 0
Fosforilacdo 5 0 4 0 1
Total 38 4 19 12 3

Na Tabela 37, verifica-se um resumo de todo o conjunto de dados avaliados para cada
modulo predito sugerindo entre as vias moleculares, diferencas entre as proteinas que
apresentaram regulacdo positiva versus as que apresentaram regulacdo negativa. Nestes
resultados, observamos que a expressao dos transcritos coexpressos, demonstram haver
diferencas no intestino entre as espécies de carrapatbsyfommaspp. infectados poR.
rickettsii. Da mesma forma, haveria diferencas entre as espéciRekidtsiainfectando o

intestino de carrapato da espésiesculptumrefletindo em parte os dados obtidos.

4.10 Reviséao de literatura para os relatos que confirmem o isolamento e identificacéo de

espécies dRickettsia e seus hospedeiros carrapatos

Para compreendermos as relacdes ecoldgicas e evolutivas de bactérias digéstesiaspp.

com seus possiveis hospedeiros, realizamos uma revisao bibliograficér, agoaapenas de

dados epidemioldgicos para as rickettsioses, mas principalmente de estudos moleculares que
relataram por meio de técnicas moleculares a presenca destes microorganismos. E de extrema
importancia afirmar a respeito de relatados da infeccdo de carrapatos ou qualquer outro
hospedeiro artrépode com a identificagdo da presenca de pelo menos de regibes de genes

especificos e de sequéncias do DNARkettsia utilizando de marcadores moleculares.
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Além disso, a distribuicdo geografica das espécies previamente conhecidas tem
aumentado substancialmente com o uso cada vez mais difundido dessas técnicas em diferentes
partes do mundo, o que tem contribuido para os estudos epidemioldgicos ecoldgicos da
infeccdo. A andlise da sequéncia de nucleotideos de determinados genes constitui um método
bastante apropriado para identificacdo e andlise filogenética de diferentes espécies de
Rickettsia No entanto, para esta revisdo foram selecionados somente os estudos que
confirmaram o isolamento destas bactérias em seus hospedeiros carrapatos, averiguando
também se possuem o genoma sequenciado com deposito em banco de dados do NCBI (Anexo

5). Diversos autores averiguaram a ocorréncia de espécies que infectam carrapatos fFigura 18
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Figura18 Fluxograma representativo da presenca de espécies de bactérias ddRifmttsia em géneros e
espécies especificas de carrapatos Ixodideos, incluindo individuos patog@dicgatmgénicos construidos apos
revisao literaria e com o uso do aplicatiwedpara a plotagem dos dados.

Destaque (a), verifica-se as espéciesRitgkettsiacom o isolamento comprovado diretamente de carrapato
hospedeiro, conforme o fluxograma demonstra (direita para a esqo@raa) bactéria (retangulos) em (seta com
ponta fechada).

Destaque (b), verifica-se as espécieRaekettsiaque foram identificadas a partir de marcadores moleculares,
conforme o fluxograma demonstra (direita para a esquerda) para a bactérialr€t@&ng(seta com ponta aberta).

Destaque (c), verifica-se as espécieRRikettsiacom o genoma sequenciado e as espécies de carrapatos que
possuem entre 4.000 - 10.000 proteinas podendo ser > do @@ Ekquéncias, conforme o fluxograma
demonstra (direita para a esquerda) para a bactéria (retangulos tracejados)@m(getda aberta e fechada) e
para o carrapato (retangulos tracejados) em (setas cores verde e vermelho).

Destaque (d), verifica-se as demais espécies de carrapatos que possuemrordapnaeeinas >3000 podendo

ser inferior ou <100 sequéncias interligados com as espécRilkdtsia conforme o fluxograma demonstra

(direita para a esquerda) para a bactéria (retdngulos ndo tracejados) enm(getata@berta e fechada) e para o
carrapato (retangulos nao tracejados) em (setas cores amarelo e azul).
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 18, verifica-se as interagdes ecoldgicas essenciais para que possamos inferir
as relagdes filogenéticas sob as possiveis predicfes das interagdes de proteinas no interatoma,
utilizando as proteinas do carrapato da esgésieapularis servindo também de base para a
construcdo dos transcriptomas e da aproximacao dos aspectos filogenéticos entre as proteinas
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das espécies dRickettsiagque infectam os carrapatos. A esp&iendosynbiontic scapularis
conhecida como REIS foi descrita coRobuchennere infecta ol. scapularis dando a este
acaro o titulo de real hospedeiro com a passagem transovariana por esta esfiekettdia
[89].

A escolha de ambas as espécieRibiettsiacontribuiu para compreendermos estado
evolutivo destas espécies que estdo menos distantes filogeneticamente entre elas, podendo
ajudar a entender a relacdo parasita hospedeiro estabelecida entre as espécies quesinfectam
carrapatos, especialmente as espécies que compdem o Grupo das Febres Maculosas, como a
espécie patogénida. rickettsiie a espéci®. amblyommatisom patogenicidade reduzida.

Neste sentido, construimos este fluxograma para dar suporte as andlises evolutivas e
filogenéticas para as proteinas de membrana de e das demais proteinas ortélogas presentes no

interaroma de membrana.

4.11 Evolucao de proteinas de membrana deickettsia spp.
4.11.1 Analise de similaridade

Para o aprofundamento das andlises evolutivas de proteinas de membrana e das demais
proteinas ortologas presentes no interaroma de membrana, adotamos o multialinhamento de
sequéncias com o uso do BLASTp contra as sequéncias de aminoacidos de proteinas
provenientes de 75 genomas de bactérias gram negativas, podendo ser visto na Tabela 35,

conforme apresentado no Topico 3.7.

No total, foram avaliados as sequéncias de proteinas de membRranadglyommatis
contra as proteinas de 36 espécies de bactéria, incluindo 26 esp&iEstisia Entre estas,
consideramos 0s genomas de algumas estirpes para as espéRieketisia incluindo
espécimes dos quatro grupos de classificacdo definidos até o momento, aonde a maior riqueza
destas microorganismos pertencem ao grupo das febres Maculosas e se concentra nas espécies
que infectam os carrapatbsodideos entre outras que infectam os carrapaiogasides,
espécies que infectam acaros, al@seaspécies que infectam os insetos como: pulga, piolhos
e moscas. Neste estudo, também consideramos as sequéncias de aminoacidos de proteinas dos
genomas para algumas bactéritiskettsides, que infectam os carrapatos, utilizando de 2

espécimes representando os génexnaglasmae Ehrlichia), duas espécies #éolbachiague
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infectam mosquitos, uma espécie @eientia, que infectam &caros e uma espécie de

NeoRickettsiaque infecta trematddeos.

Dessa forma, foram realizados varios multialinhamentos de sequéncias adotando do
BLASTp. para a andlise de similaridade das sequéncias de proteinas de memfitdogas
contra as proteinas provenientes de 75 genomas de bactérias. Os resultados do alinhamento
contém os IDs para as sequéncias de proteinas que constituem o interatoma de proteinas de
membrana d&. amblyommatisontra as sequéncias de proteinas similares provenientes dos

26 genomas das espéciesRiekettsia(Tabela 33.

Tabela38 Resumo dos resultados de integracéo e filtro dos ort6logos para a &petielyommatis outras

Rickettsiaspp. que infectam os carrapatos no interatoma de proteinas de membrana.

ID_proteina ID_gene . . . Confianca | Identidade
R. arﬁglyommatis Ricke_ttgsiaspp. ID_genoma Rickettsiaspp Estirpe >=70 ¢ <=1ed0
KJV61004.1 ACP53817 ASM2300v1 R. africae ESF-5 95,93 1,00E-137
KJV61004.1 ABV75336 ASM1820v1 R. akari - 93,67 3,00E-136
KJV61004.1 AFC70184 ASM28405v1 | R. amblyommatis | GAT-30V 100 1,00E-144
KJV61004.1 KJV61004.1 | ASM96467vl | R. amblyommatis Ac/Pa 100 1,00E-144
KJV61004.1 KJV90703 ASM96499vl | R.amblyommatis | Dark Water 95,77 4,00E33

Na Tabela 38, verifica-se um resumo do BLASTp para os pares de proteinas de
membrana que interagem no interatoma pafR. amblyommati€ontra as sequéncias de
proteinas provenientes de genomas de outras bactérias e espé&ekatisia sendo
representadas peld® das proteinas, o ID da proteina similar e os valores de confianca e

identidade [Dados suplementares §1lpodendo ser vistos negirek.

4.11.2 Arvores filogenéticas das proteinas de membrana e ort6logas do interatoma

No total, foram obtidas 91 arvores filogenéticas para as proteinas obtidas nos Dados
suplementares S1v com o uso do aplicativo Mega (Dados néo publicados), sendo este 0 nimero
de proteinas dB. amblyommatigue interagiram com as proteinad.decapularis Na grande

maioria das arvores filogenéticas, foi observado o agrupamento entre as proteinas que
pertencem as espéciBs belli e Rickettsia canadensedo Grupo Ancestral que infectam os
carrapatos, aparecendo separadas em clados proprios com a presenca de outras estirpes das
mesmas especies. Estes grupos foram seguidos do Grupo do Tifo, apresentando separadamente
as proteinas para as espédiegprowazekie R. typhi,que infectam acaros e especialmente

piolhos.
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Além destes grupos bem definidos, averiguamos a presenca de proteinas do grupo de
Transicdo com as espéciRsakari,R. autralise R. felis além das espéci&s hoogstraalie R.
asemboensi€ste grupo apresenta bactérias que infectam acaros, Ixodideo, Argasideo e pulgas.
Foi possivel averiguar uma divergéncia entre a formacao dos clados a partir das proteinas deste
grupo, demonstrando haver uma transi¢cao entre os grupos das espRaisttiado Grupo
do Tifo para o Grupo das Febres Maculosas ao incluir proteinas da éspiétig que infecta

pulgas, e € descrita como uma das causadoras desta doenca.

As demais sequéncias de proteinas abrangeram a maior diversidade e riqueza de
espécies dRickettsiague infectam os carrapatos pertencentes ao Grupo das Febres Maculosas.
Dentre as espécies que pertencem ao Grupo das Febres Maculosas, existe uma separacdo entre
as espécies patogénicas e nao patogénicas. Neste estudo observamos que apos a formacao do
clado das proteinas do grupo de Transicatg-$® a ocorréncia do clado entre as proteinas
pertencentes as bactérias que infectam especificaméngeapulariscom a presenca de.
endonssibionté. scapularise R. bucheneriacompanhadas d® endonnsibionté pacificus
além daR. monacensisolada eni. ricinus, aonde a maioria ndo é patogénica, ou com poucos

casos humanos relatados.

Esta ultima, pertence a uma classificacdo antiga antes denominada gRipketizia
helvetica Prosseguindo, observamos a ocorréncia das proteinas das eRpécmganaR.
rhipicephalis R. raoult R. amblyommatie R. massileaEsta Ultima anteriormente dava home
ao grupo. No entanto, na ponta dos cladogramas observamos o restante das proteinas das
espécies incluindB. japonica, R. argasR. heilongjiangensjR. slovaR. sibirica R. africae
R, peacockiR. conorii R. parkerie R. rickettsij sendo esta Ultima a mais patogénica do grupo

das Febres Maculosas.

No entanto, observamos o0 agrupamento de uma espé&ekidtsiaque infecta a
maosca branca filogeneticamente proximaRiebellido Grupo Ancestral, e uma outra espécie
de Rickettsia endosymbiontiie infecta piolho filogeneticamente préximaRlerickettsiido
Grupo das Febre Maculosas. Para finalizarmos, algumas arvores apresentaram em seus clados
as proteinas mais conservadas filogeneticamente préxinid delli do Grupo Ancestral
seguido de outras bactériRickettsialese Anaplasmace@om a presenca separada de clado
anico para Orienthia tsugamich e NeoRickettsia risticji aléem de Anaplasma
phagophitophilumErlichia chafeensiswWolbachia pipiensie Wolbachia endosybiontic
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Das 91 proteinas identificadas na interface da interagdo entre a bactéria daRespécie
amblyommatise o carrapato da espécle scapularis foi possivelreconstruir 82 arvores
filogenéticas devidaremocéao de redundancia de funcéo génica para algumas proteinas (Dados
nao apresentados). Destas, 54 (65,85%) foram capazes de discriminar espgéukstide
que possuem habilidade de infectar carrapatos. Além disso, 13 (15,85%) arvores continham
apenas espécies Béckettsiacapazes de infectar os carrapatos. Esses resultados indicam que a
metodologia de construcdo de interatomas, baseando ao final do uso de métodos de contexto
como o proporcionado pelo banco de dados do String pode auxiliar na identificacdo de
potenciais alvos de interacdo e que podem estar submetidas a pressdes evolutivas especificas
de acordo com o hospedeiro de interagéo.

4.11.3 Arvores filogenéticas para as proteinas de membrana dRickettsia spp., que

infectam somente os carrapatos

Os resultados indicaram que 13 (15,85%) das arvores filogenéticas, dentre as 82 obtidas
continham apenas espéciesRiekettsiacapazes de infectar os carrapatos. Os cladogramas
apresentados para as arvores filogenéticas relacionadas com as sequéncias de proteinas, sendo;
a proteina contendo dominios de repeticdo de tetratricopeptideo (Tpr) KJV62536, KJV62591.1

e do sistema de secrecdo do tipo Il (T3SS) KJV62562.1; as proteinas KJV62253.1,
KJV62505.1, KJV62535.1, KIV62563.1 e KJV62597.1, referentes as proteinas responsaveis
pela formacao do sistema de secrecao do tipo IV (T4SS); a proteina KJV61977.1, relacionada
com motivos de repeticdo de anquiria (Ank); e as proteinas ribossomal L11 metiltransferase
KJV62584.1 e KJV62556.1.

Dentre estas arvores filogenéticas, nota-se somente a ocorréncia de espécies de
Rickettsiaque infectam os carrapatos Ixodideos e Argasideos, incluindo espécime do género
Orienthia que infecta acaros. Nestas arvores filogenéticas, predominaram a presenca de
proteinas de espécies que infectam carrapatos nao tendo a presenca de espécies que infectam
pulgas e ou piolhos, além da ocorréncia da espg#ienthia tsugamuslkjue parasita acaros.

Dependendo da &rvore, ndo se nota espécies de todos os grRjmetisia

A proteina Tpr ID KJV625361.1 apresentou uma arvore filogenética contendo
sequéncias de proteinas similares, podendo ser ortélogas para espérieketlsiaque
infectam somente os carrapatos (Figura 19
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Figura 19 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas contendo motivos aepeitiv
tetratricopeptideo (Tpr) com destaque para a proteina ID KJV62536.1 pertencentdeaRespdblyommatis
Ac/Pa e os seus similares obtidos com o uso do BLASTP e da analise de filogenagpdo aplicativo Mega,
adotando da Maxima verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topold8eassieap
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Fonte: Autor deste trabalho.
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Na Figura 19, verifica-se que dentre as proteinas similares para a proteina ID
KJV62536.1, observou-se a predominancia de sequéncias de proteinas da familia contendo

motivos repetitivos de tetratricopeptideos (Tpr) (Tabeja 39

Tabela39 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de protieinds o@vitos
repetitivos de tetratricopeptideo (Tpr) com destaque para a proteina ID KJV6253éntqrde a espécie.

amblyommatisic/Pa e os seus similares obtidos por meio do multalinhamentos de sequénciaslselaean

filogenia.

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estirpe Hospedeiro
EER21691 | ASM16073vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteirl R. endosymbionti - Ixodideo
ALN41272 | ASM144247v1 Hypothetical protein R. rhipicephali - Ixodideo
KDO02633 REISMNv1 Lipoprotein Nipl R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
ABV79449 ASM1824v1 Tetratricopeptide repeat Family protein R. belli OSU 85-389| Ixodideo
KJV62536.1| ASM96467vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family protei R. amblyommatis| Ac/Pa Ixodideo
KJV92163 | ASM96504vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family protei R. belli RML Mogi Ixodideo
KJV90020 | ASM96500vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteir R. belli RML An4 Ixodideo
AFB26339 | ASM28399v1l Hypothetical protein R. philipe 364D Ixodideo
EER22348 | ASM16073vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteil R. endosymbiontig - Ixodideo
KJV62562.1| ASM96467v1 D R. amblyommatis| Ac/Pa Ixodideo
KJV76843 | ASM96484vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteif R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
AFC69803 | ASM28405v1 Hypothetical protein R. amblyommatis| GAT-30V Ixodideo
KJV62251.1| ASM96467vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteirf R. amblyommatis| Ac/Pa Ixodideo
KJW01911 | ASM96518vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteirn R. argasi T170-B Argasideo
KJWO00101 | ASM96514v1l | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteir R. parkeri Tate's Hell Ixodideo
KJV96454 | ASM96507vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family protei R. parkeri AT#24 Ixodideo
KJV94091 | ASM96508vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteir R. parkeri Grand Bay Ixodideo
CEOQ17529 RMONA1 Tetratricopeptide repeat Family protein R. monacensis | IrR/Munich Ixodideo
KJV76842 | ASM96484vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteif R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV79704 | ASM96484vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteirf R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV80291 | ASM96484vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteirf R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV80639 | ASM96484vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteif R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJW03862 | ASM96518vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family protei R. argasi T170-B Argasideo
KJV76740 | ASM96484vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteif R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77009 | ASM96484vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteil R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77699 | ASM96484vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteif R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77422 | ASM96484v1 FAT domain protein R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV78073 | ASM96484v1 FAT domain protein R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV76844 | ASM96484vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteif R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV55664 | ASM96458vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family protei O. tsugamuch - Acaro
KJV89284 | ASM96500vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteir R. belli RML An4 Ixodideo
EER21220 | ASM16073v1l Tetratricopeptide repeat Family protein | R. endosymbionti - Ixodideo
KDO02305 REISMNv1 Putative O-linked N-acetylglucosay R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
KJW01974 | ASM96518vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteirn R. argasi T170-B Argasideo
KDO03258 REISMNv1 Hypothetical protein R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
EER21723 | ASM16073vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family protei] R. endosymbiontig - Ixodideo

Na Tabela 39, verifica-se a proteina Tpr ID KJV62536.1 e suas sequéncias de proteinas
similares, os IDs dos genomas de referéncia das bactérias, os nomes das proteinas, as espécies

deRickettsiae estirpes, das quais estas sequéncias pertencem.

A proteina Tpr ID KJV62591.1 apresentou uma arvore filogenética contendo sequéncias
de proteinas similares podendo ser ortélogas somente de esp&idsetisiaque infectam os

carrapatos (Figura 20
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Figura 20 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas contendo motivos aepeitiv
tetratricopeptideo (Tpr) com destaque para a proteina ID KJV62591.1 pertencentéeaRespiblyommatis
Ac/Pa e os seus similares obtidos com o uso do BLASTP e da andlise de filogeniasodo@plicativo Mega,
adotando da Maxima verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topoldgiassiieap
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 20, verifica-se que dentre as proteinas similares para a proteina ID
KJV62591.1, observou-se a predominancia de sequéncias de proteinas da familia contendo

motivos repetitivos de tetratricopeptideos (Tpr) (Tabe)a 40

Tabela40 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de protieinds owvitos
repetitivos de tetratricopeptideo (Tpr) com destaque para a proteina ID KRIVBED&rtencente a espédie

amblyommatisAc/Pa e os seus similares obtidos por meio do multialinhamento de sequéncias e daenalise

filogenia.

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estirpe Hospedeiro
AFC69803 | ASM28405v1 Hypothetical protein R. amblyommatis| GAT-30V Ixodideo
KJV62251.1| ASM96467vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteif R. amblyommatis|  Ac/Pa Ixodideo
KJV79704 | ASM96484v1 | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteif R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
CEO17529 RMONA1 TPR Tetratricopeptide repeat Family protej R. monacensis | IrR/Munich Ixodideo
KJV96454 | ASM96507vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family protei R. parkeri AT#24 Ixodideo
KJV94091 | ASM96508vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family protei R. parkeri Grand Bay | Ixodideo
KJW00101 | ASM96514v1 | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteir| R. parkeri Tate's Hell | Ixodideo
KJV80639 | ASM96484vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteif R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
KDO03258 | REISMNv1 Hypothetical protein R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
EER21723 | ASM16073v1 | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteir R. endosymbiontig - Ixodideo
ABV73479 | ASM1434v1 | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteil R. canadenses McKiel Ixodideo
KJV62591.1| ASM96467vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteirl R. amblyommatis| Ac/Pa Ixodideo
KJV90997 | ASM96499vl | TPR Tetratricopeptide repeat Family proteif R. amblyommatis| Dark Water| Ixodideo
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Na Tabela 40, verifica-se a proteina ID KJV62591.1 e suas sequéncias de proteinas
similares, os IDs dos genomas de referéncia das bactérias, os nomes das proteinas, as espécies

deRickettsiae estirpes, das quais estas sequéncias pertencem.

A proteina T3SS KJV62562.1 apresentou uma arvore filogenética contendo sequéncias
de proteinas similares podendo ser ortélogas somente de esp&ietisiaque infectam os
carrapatos (Figura 21

Figura21 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas do sistema de sedipodd @3SS
com destaque para a proteina ID KJV62562.1 pertencente a eRpéoidblyommatig\c/Pa e os seus similares
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obtidos com o uso do BLASTP e da andlise de filogenia por meio do aplicatya, sidotando da Maxima
verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topologiBsatstrap
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 21, verifica-se que dentre as proteinas similares para a proteina ID
KJV62562.1, observou-se predominantemente sequéncias de proteinas da familia contendo
motivos repetitivos de tetratricopeptideos (Tpr) (Tabeja 41
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Tabelad41 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de proteistasndade

secrecdo do tipo Il T3SS com destaque para a proteina ID &#Z282pertencente a espéée amblyommatis

Ac/Pa e os seus similares obtidos por meio de multialinhamentos de sequénciadliseldeafilogenia.

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estirpe | Hospedeirg
KJIV77360 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77856 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJIV77264 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo

KJV62562.1] ASM96467v1 | Type lll secretion low calcium response chaper R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
AFC70040 | ASM28405v1 Hypothetical protein R. amblyommati§ GAT-30V Ixodideo
KJV62602.1] ASM96467v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KJV91010 | ASM96499v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. amblyommati§ Dark Water| Ixodideo
KJV89284 | ASM96500v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. belli RML An4 Ixodideo
KJIV77068 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80021 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJIV77422 | ASM96484v1 Fat domain protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV78073 | ASM96484v1 Fat domain protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJIV76844 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJIV77699 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76740 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77009 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76842 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJW03862 | ASM96518v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. argasi T170-B Argasideo
KJV79704 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
CEO17529| RMONA1 Tetratricopeptide repeat family protein R. monacensis | IrR/Munich | Ixodideo
EER21691 | ASM16073v1 Tetratricopeptide repeat R. endosymbionti - Ixodideo
ALN41272 | ASM144247v1 Hypothetical protein R. rhipicephali - Ixodideo
KD0O02633 | REISMNv1 Lipoprotein Nlpl R. buchneri ISO7 Ixodideo
KJV90020 | ASM96500v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. belli RML An4 Ixodideo
ABV79449 | ASM1824v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. belli OSU 85-389 Ixodideo
KJV62536.1| ASM96467v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KD003236 | REISMNv1 Lipoprotein Nlpl R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
EER21659 | ASM16073v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. endosymbionti - Ixodideo
KJV80291 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80639 | ASM96484v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
ABV84880 | ASM1662v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. massilea MTU5 Ixodideo
ABV73478 | ASM1434v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. canadensis McKiel Ixodideo
KD0O02414 | REISMNv1 Lipoprotein Nlpl R. buchneri 1SO7 Ixodideo
EER21751 | ASM16073v1l Tetratricopeptide repeat family protein R. endosymbionti - Ixodideo
AFC70018 | ASM28405v1 Hypothetical protein R. amblyommati§ GAT-30V | Ixodideo
KJV93159 | ASM96499v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. amblyommati§ Dark Water| Ixodideo
KJW01973 | ASM96518v1 Tetratricopeptide repeat family protein R. argasi T170-B Argasideo
KDO02305 | REISMNv1 O-linked -N-acetyglucosamine transferase R. buchneri I1SO7 Ixodideo
EER21220 | ASM16073v1l Tetratricopeptide repeat family protein R. endosymbionti - Ixodideo

Na Tabela 41, verifica-se a proteina ID KJV62562.1 e suas sequéncias de proteinas
similares, os IDs dos genomas de referéncia das bactérias, os nomes das proteinas, as espécies

deRickettsiae estirpes, as quais estas sequéncias pertencem.

A proteina Ftsk ID KJV62594.1 apresentou uma arvore filogenética contendo
sequéncias de proteinas similares podendo ser ortélogas somente de espéckestsiaque
infectam os carrapatos (Figura)22

Figura22 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas contendo (Ftsk@staque para a
proteina ID KJV62594.1 pertencente a espBciamblyommatidc/Pa e os seus similares obtidos com o uso do
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BLASTP e da andlise de filogenia por meio do aplicativo Mega, adotando da &él&eirassimilhanca e
alinhamentos ClustalW para 100 topologiaBBdetstrap

KJVE62594 1
68
KJVI1001
AFC70035
KJVB9283
| KDO03257
EER21724
KJVa7337
KJV76840
35— KJV79833
KJVB0019
ABV73476

—A
0.050

Fonte: Autor deste trabalho

Na Figura 22, verifica-se que dentre as proteinas similares para a proteina Ftsk ID
KJV62594.1, observou-se predominantemente sequéncias de proteinas da familia contendo

sistemas de secrec¢éo do tipo IV T4SS (Tabela 42

Tabela42 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de protefizsamtes
responsaveis pelos movimentos de translocacdo e conjugacdo do DNA (FiHkySpoh destaque para a
proteina ID KJV6894.1 pertencente a espédte amblyommatig\c/Pa e os seus similares obtidos por meio do

multialinhamentos de sequéncias e da anélise de filogenia.
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Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp Estirpe Hospedeiro
KJIV62594.1 | ASM96467v1 Ftsk / SpolllE family protein R. amblyommatis| Ac/Pa Ixodideo
KJV91001 | ASM96499v1l Ftsk / SpolllE family protein R. amblyommatis| Dark Water| Ixodideo
AFC70035 | ASM28405v1 Conjugative transfer protein Trad R. amblyommatis| GAT-30V Ixodideo
KJV89283 | ASM96500v1 | Type IV secretory syst Conjugative DNA transf R. belli RML An4 Ixodideo
KDO03257 | REISMNv1 DNA transport protein TraD R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
EER21724 | ASM16073vl Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
KJV57337 | ASM96458v1l Type Il/IV secretory system family protein Q. tsugamuch - Acaro
KJV76840 | ASM96484v1 Ftsk / SpolllE family protein R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV79833 | ASM96484v1 | Type IV secretory syst Conjugative DNA transf R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV80019 | ASM96484v1 | Type IV secretory syst Conjugative DNA transf R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo

Na Tabela 42, verifica-se a proteina Ftsk ID KJV62594.1 e suas sequéncias de proteinas

similares, os IDs dos genomas de referéncia das bactérias, os nomes das proteinas, as espécies

deRickettsiae estirpes, das quais estas sequéncias pertencem.

A proteina T2T4SS ID KJV62252.1 apresentou uma arvore filogenética contendo

sequéncias de proteinas similares podendo ser ortdlogas somente de espéckestsiaque

infectam os carrapatos (Figura)23
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Figura23 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas relacionadas ao sstenegatedo tipo II/IV (T2T4SS) com destaque para a proteina ID KIV62252.1
pertencente a espédie amblyommatig\c/Pa e os seus similares obtidos com o uso do BLASTP e da analise de filogen&qdo aplicativo Mega, Mega, adotando da

Maxima verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topologBsadstrap
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Na Figura 23, verifica-se que dentre as proteinas similares para a proteina ID
KJV62252.1, observou-se predominantemente a presenca de sequéncias de proteinas da familia

responsavel pela formacéo do sistema de secrecao do tipo Il e IV (Tabela 43

Tabela43 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de protsistasndale

secrecao T2T4SS com destaque para a proteina ID KJ2A2@&rtencente a espéde amblyommatidc/Pa e

0s seus similares obtidos por meio de multialinhamentos de sequéncias e da an@igende f

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estirpe Hospedeirg|
ABV73476 | ASM1434v1 Putative conjugative transfer protein TraD R. canadensis McKiel Ixodideo
ALN41235 | ASM144247v1 Conjugal transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo
ALN41271 | ASM144247v1 Conjugal transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo
EER21658 | ASM16073v1l Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
EER21692 | ASM16073v1l Putative conjugative transfer protein TraD R. endosymbionti - Ixodideo
EER21752 | ASM16073v1l Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
EER22345| ASM16073v1l Protein TraD R. endosymbionti - Ixodideo
EER22346 | ASM16073v1 Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
ABV84881 | ASM1662v1 Putative conjugative transfer protein TraD R. massilea MTU5S Ixodideo
ABV79450 | ASM1824v1 Putative conjugative transfer protein TraD R. belli OSU 85-389| Ixodideo
AFB26340 | ASM28399v1 Conjugative transfer protein TraD R. philipe 364D Ixodideo
AFC70017 | ASM28405v1 conjugative transfer protein TraD R. amblyommati§ GAT-30V Ixodideo
AFC73116 | ASM28417v1 Conjugative transfer protein TraD R. montanna | OSU85-930| Ixodideo
AFC74907 | ASM28419v1 Conjugative transfer protein TraD R. parkeri Portsmouth| Ixodideo
KJV57337 | ASM96458v1 Type II/IV secretory system family protein 0. tsugamuch - Mite
KJIV62252.1| ASM96467v1 Type l/IV secretory system family protein R. amblyommatis  Ac/Pa Ixodideo
KJV62505.1| ASM96467v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. amblyommatig Ac/Pa Ixodideo
KJV62535.1| ASM96467v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro| R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV62563.1| ASM96467v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. amblyommatig Ac/Pa Ixodideo
KJV76636 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE19 | Argasideo
KJV76637 | ASM96484v1 F sex factor N terminal family protein R. hoogstraalii RCCE18 | Argasideo
KJV76738 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE17 | Argasideo
KJV76739 | ASM96484v1 F sex factor N terminal family protein R. hoogstraalii RCCE16 | Argasideo
KJV76840 | ASM96484v1 ftsK/SpollIE family protein R. hoogstraalii RCCE15 | Argasideo
KJV77007 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE14 | Argasideo
KJV77008 | ASM96484v1 F sex factor N terminal family protein R. hoogstraalii RCCE13 | Argasideo
KJV77067 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE12 | Argasideo
KJV77361 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE11 | Argasideo
KJIV77420 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE10 | Argasideo
KJV77421 | ASM96484v1 F sex factor N terminal family protein R. hoogstraalii RCCE9 Argasideo
KJV77575 | ASM96484v1 | Type IV secretory system coupling DNA-binding domain prot R. hoogstraalii RCCES8 Argasideo
KJV77697 | ASM96484v1 ftsK/SpolllE family protein R. hoogstraalii RCCE7 Argasideo
KJV77855 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE6 Argasideo
KJV78071 | ASM96484v1 | Type IV secretory system coupling DNA-binding domain prot R. hoogstraalii RCCES5 Argasideo
KJV78072 | ASM96484v1 F sex factor N terminal family protein R. hoogstraalii RCCE4 Argasideo
KJV79705 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV79833 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE2 Argasideo
KJV80019 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE1 Argasideo
KJV80020 | ASM96484v1 F sex factor N terminal family protein R. hoogstraalii RCCEO Argasideo
KJV80185 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE1 Argasideo
KJV80289 | ASM96484v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. hoogstraalii RCCE2 Argasideo
KJIV90977 | ASM96499v1 | Type IV secretory system coupling DNA-binding domain proty R. amblyommati§ Dark Water | Ixodideo
KJV90978 | ASM96499v1 Type II/1IV secretory system family protein R. amblyommati§ Dark Water | Ixodideo
KJV93160 | ASM96499v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro] R. amblyommati§ Dark Water | Ixodideo
KJV89283 | ASM96500v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro R. belli RML An2 Ixodideo
KJV90021 | ASM96500v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro R. belli RML An3 Ixodideo
KJV92164 | ASM96504v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro R. belli RML Mogi Ixodideo
KJV95824 | ASM96507v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro R. parkeri AT#23 Ixodideo
KJV94320 | ASM96508v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro R. parkeri Grand Bay | Ixodideo
KJW00730 | ASM96514v1 | Type IV secretory system conjugative DNA transfer family pro R. parkeri Tate's Hell | Ixodideo
KJW01910 | ASM96518v1 F sex factor N terminal family protein R. argasi T170-B Argasideo
KJWO01971 | ASM96518vl | Type IV secretory system coupling DNA-binding domain protg R. argasi T170-B Argasideo
KJWO01972 | ASM96518v1 Type Il/IV secretory system family protein R. argasi T170-B Argasideo
KJW03863 | ASM96518v1 Type II/1V secretory system family protein R. argasi T170-B Argasideo
KDO02306 | REISMNv1 DNA transport protein TraD R. buchneri 1ISO3 Ixodideo
KDO02415 | REISMNv1 DNA transport protein TraD R. buchneri 1ISO4 Ixodideo
KDO02632 | REISMNv1 DNA transport protein TraD R. buchneri 1ISO5 Ixodideo
KDO03237 | REISMNv1 DNA transport protein TraD R. buchneri 1SO6 Ixodideo
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Na Tabela 43, observa-se a proteina ID KJV62252.1 com suas sequéncias de proteinas
similares, os IDs dos genomas de referéncia, os nomes das proteinas, as edpistietsiz
e estirpes, das quais estas pertencem.

A proteina T4SS ID KJV62535.1 apresentou uma arvore filogenética contendo
sequéncias de proteinas similares podendo ser ortdlogas somente de espéckestsiaque
infectam os carrapatos (Figura 24).
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Figura24 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas relacionadas ao sisteragagedsetpo IV (T4SS) com destaque para a proteina ID KJV62535.1
pertencente a espéd® amblyommatié.c/Pa e os seus similares obtidos com o uso do BLASTP e da analise de fifmgeniio do aplicativo Mega, adotando da Maxima

verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topologiBsatstrap
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Na Figura 24, verifica-se que dentre as proteinas similares para a proteina ID
KJV62535.1, observou-se predominantemente a presenca de sequéncias de proteinas da familia

responsavel pela formacéo do sistema de secrecao do tipo IV (Tabela 44

Tabela44 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de protsistasndale
secrecao T4SS com destaque para a proteina ID KJV62535.1 pertencente &Resgpélsigommatidc/Pa e os

seus similares obtidos por meio de multialinhamentos de sequéncias e da andliserda. filog

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estirpe Hospedeiro
ABV73476 ASM1434v1 Putative conjugative transfer D R. canadensis McKiel Ixodideo
ALN41235 | ASM144247v1 Conjugal transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo
ALN41271 | ASM144247v1 Conjugal transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo
EER21658 | ASM16073vl Conjugative transfer protein | R. endosymbiontig - Ixodideo
EER21724 | ASM16073v1l Conjugative transfer protein | R. endosymbiontig - Ixodideo
EER21752 | ASM16073v1l Conjugative transfer protein | R. endosymbiontig - Ixodideo
EER22290 | ASM16073vl Conjugative transfer protein | R. endosymbiontig - Ixodideo
AFB26340 | ASM28399v1l Conjugative transfer protein D R. philipe 364D Ixodideo
AFC70017 | ASM28405v1 Conjugative transfer protein D| R. amblyommatis| GAT-30V Ixodideo
AFC73116 | ASM28417v1 Conjugative transfer protein D R. montanna OSU85-930 | Ixodideo
AFC74907 | ASM28419v1 Conjugative transfer protein D R. parkeri Portsmouth | Ixodideo
EER22346 | ASM16073vl Conjugative transfer protein N| R. endosymbiontig - Ixodideo
KJV62593.1| ASM96467v1 D R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KDO02306 REISMNv1 DNA transport D R. buchneri ISO7 Ixodideo
KD0O02415 REISMNv1 DNA transport D R. buchneri ISO7 Ixodideo
KD0O02632 REISMNv1 DNA transport D R. buchneri ISO7 Ixodideo
KD003237 REISMNv1 DNA transport D R. buchneri ISO7 Ixodideo
KD0O03257 REISMNv1 DNA transport D R. buchneri ISO7 Ixodideo
KDO03397 REISMNv1 DNA transport D R. buchneri ISO7 Ixodideo
KJIV76637 ASM96484v1 F sex factor N terminal N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV76739 | ASM96484v1 F sex factor N terminal N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV76841 | ASM96484v1 F sex factor N terminal N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77008 | ASM96484v1 F sex factor N terminal N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77421 | ASM96484v1 F sex factor N terminal N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77698 | ASM96484v1 F sex factor N terminal N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV78072 ASM96484v1 F sex factor N terminal N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV80020 | ASM96484v1 F sex factor N terminal N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJVv80288 | ASM96484v1 F sex factor N terminal N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV80638 | ASM96484v1 F sex factor N terminal N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV91260 | ASM96499vl F sex factor N terminal N R. amblyommatis| Dark Water | Ixodideo
KJW01910 | ASM96518vl F sex factor N terminal N R. argasi T170-B Argasideo
KJV76840 | ASM96484v1 ftsK/SpolllE family protein n R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KIV77697 ASM96484v1 ftsK/SpolllE family protein n R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV62504.1| ASM96467v1 N R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV62505.1| ASM96467v1 N R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV62535.1| ASM96467v1 N R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV62563.1| ASM96467v1 N R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV62564.1| ASM96467v1 N R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV62597.1| ASM96467v1 N R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
EER22345 | ASM16073vl Protein TraD R. endosymbiontis - Ixodideo
AFC70037 | ASM28405v1 Putaive conjugative transfer D| R. amblyommatis| GAT-30V Ixodideo
KJV90999 | ASM96499v1 Putative conD R. amblyommatis| Dark Water | Ixodideo
ABV84881 ASM1662v1 Putative conjugative D R. massilea MTUS Ixodideo
ACP53550 ASM2300v1 Putative conjugative D R. africae ESF-5 Ixodideo
KJV77576 | ASM96484v1 Putative conjugative traD R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
ABV73477 ASM1434v1 Putative conjugative transfer D  R.canadensis McKiel Ixodideo
ABV73486 ASM1434v1 Putative conjugative transfer D R. canadensis McKiel Ixodideo
ABV79450 ASM1824v1 Putative conjugative transfer D R. belli OSU 85-389| Ixodideo
AFB21066 | ASM28391vl | Putative conjugative transfer D R.canadensis CA410 Ixodideo
AFC74904 | ASM28419v1 | Putative conjugative transfer D R. parkeri Portsmouth | Ixodideo
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EER21692 | ASM16073vl Putative conjugative transfer D R. endosymbiontig - Ixodideo
KJV77263 | ASM96484v1 Putative conjugative transfer nl R.hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV62252.1| ASM96467v1 Tn R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV62253.1| ASM96467v1 Tn R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV57337 | ASM96458vl Type Il/IV secretory system N 0. tsugamuch - Mite
KJV90978 | ASM96499v1 Type Il/IV secretory system N| R. amblyommatis| Dark Water | Ixodideo
KJW01972 | ASM96518v1 Type Il/IV secretory system N R. argasi T170-B Argasideo
KJW03863 | ASM96518vl Type Il/IV secretory system N R. argasi T170-B Argasideo
KJV56054 ASM96458v1 Type IV secretory system Cn O. tsugamuch - Mite
KJV55665 | ASM96458vl Type IV secretory system N 0. tsugamuch - Mite
KJV57327 | ASM96458vl Type IV secretory system N 0. tsugamuch - Mite
KJV76636 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV76738 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV76838 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV76839 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77007 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77065 | ASM96484vl Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77067 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77361 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77420 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77575 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77695 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77696 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77855 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV78070 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV78071 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV79705 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV79833 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV80017 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV80019 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJVv80185 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJVv80289 | ASM96484v1 Type IV secretory system N R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJVv89283 | ASM96500v1 Type IV secretory system N R. belli RML An4 Ixodideo
KJV90021 | ASM96500v1 Type IV secretory system N R. belli RML An4 Ixodideo
KJV90977 | ASM96499v1 Type IV secretory system N R. amblyommatis| Dark Water | Ixodideo
KJV91005 | ASM96499v1 Type IV secretory system N | R. amblyommatis| Dark Water | Ixodideo
KJV92164 | ASM96504v1 Type IV secretory system N R. belli RML Mogi Ixodideo
KJV93160 | ASM96499v1 Type IV secretory system N R. amblyommatis| Dark Water | Ixodideo
KJV93815 | ASM96508v1 Type IV secretory system N R. parkeri Grand Bay Ixodideo
KJV94320 | ASM96508v1 Type IV secretory system N R. parkeri Grand Bay Ixodideo
KJV95292 | ASM96507v1 Type IV secretory system N R. parkeri AT#H24 Ixodideo
KJV95824 | ASM96507v1 Type IV secretory system N R. parkeri AT#24 Ixodideo
KJW00144 | ASM96514v1 Type IV secretory system N R. parkeri Tate's Hell Ixodideo
KJW00730 | ASM96514v1 Type IV secretory system N R. parkeri Tate's Hell Ixodideo
KJW01970 | ASM96518vl Type IV secretory system N R. argasi T170-B Argasideo
KJW01971 | ASM96518v1 Type IV secretory system N R. argasi T170-B Argasideo
KJW02000 | ASM96518v1l Type IV secretory system N R. argasi T170-B Argasideo
KJW03095 | ASM96515v1 Type IV secretory system N | R. endosymbiontis - Ixodideo

Na Tabela 44, verifica-se a proteina ID KJV62535.1 com suas sequéncias de proteinas
similares, os IDs dos genomas de referéncia, os nhomes das proteinas, as edpictietsie

e estirpes, das quais estas pertencem.

A proteina T4SS ID KJV62505.1 apresentou uma arvore filogenética contendo
sequéncias de proteinas similares podendo ser ortdlogas somente de espéchkestsiaque
infectam os carrapatos (Figura)25
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Figura25 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas relacionadas ao sisteragagedsetipo IV (T4SS) com destaque para a proteina ID KJV62505.1
pertencente a espéd® amblyommatiéic/Pa e os seus similares obtidos com o uso do BLASTP e da analise de fipmgenizio do aplicativo Mega, adotando da Maxima
verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topologiBsatstrap
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Na Figura 25, dentre as proteinas similares para a proteina ID KJV62505.1, observou-
se predominantemente a presenca de sequéncias de proteinas da familia responsavel pela

formacéo do sistema de secrecao do tipo IV (Tabégla 45

Tabela45 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de protsistasndale
secrecao T4SS com destaque para a proteina ID KJV62505.1 pertencente &Resgpélsigommatidc/Pa e os

seus similares obtidos por meio de multialinhamentos de sequéncias e da andliserda. filog

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estirpe Hospedeiro
KJV95292 ASM96507v1 Type IV secretory systn R. parkeri AT#24 Ixodideo
KJW00144 ASM96514v1 Type IV secretory systn R. parkeri Tate's Hell Ixodideo
AFC74904 ASM28419v1 Putative conjugative transfeD R. parkeri Portsmouth Ixodideo
KJV93815 ASM96508v1 Type IV secretory systn R. parkeri Grand Bay Ixodideo
KJV62597.1 ASM96467v1 Protein coding descriptionn R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
AFC70037 ASM28405v1 Putative conjugative transfeD R. amblyommatis GAT-30V Ixodideo
KJV91005 ASM96499v1 Type IV secretory systn R. amblyommatis Dark Water Ixodideo
EER21724 ASM16073v1l Conjugative transfer protein R. endosymbiontis - Ixodideo
KDO03257 REISMNv1 D 2 dDNA transpoD R. buchneri I1SO7 Ixodideo
KJV62564.1 ASM96467v1 Protein coding descriptionn R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV89283 ASM96500v1 Type IV secretory systn R. belli RML An4 Ixodideo
KJV62505.1 ASM96467v1 protein coding descriptionn R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV80289 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
ABV73486 ASM1434v1 Putative conjugative transfeD R. canadensis McKiel Ixodideo
AFB21066 ASM28391v1l Putative conjugative transfeD R. canadensis CA410 Ixodideo
KJV57337 ASM96458v1 Type Il/IV secretion syn 0. tsugamuch - Mite
ALN41235 ASM144247v1 Conjugative transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo

KJV62253.1 ASM96467v1 Protein coding dtn R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV62563.1 ASM96467v1 protein coding descriptionn R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV77855 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV79833 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77361 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
EER22345 ASM16073v1l Protein TraD R. endosymbiontis - Ixodideo
KJV92164 ASM96504v1 Type IV secretory systn R. belli RML Mogi Ixodideo
KJV62535.1 ASM96467v1 Protein coding description R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
ABV79450 ASM1824v1 Putative conjugative transfeD R. belli OSU 85-389 Ixodideo
KJV90021 ASM96500v1 Type IV secretory systn R. belli RML An4 Ixodideo
KDO02632 REISMNv1 raD 4 dDNA transD R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
EER21692 ASM16073v1 Putative conjugative transfeD R. endosymbiontis - Ixodideo
AFC73116 ASM28417v1 Conjugative transfer proteinD R. montanna 0OSuU85930 Ixodideo
AFB26340 ASM28399v1 Conjugative transfer proteinD R. philipe 364D Ixodideo
ALN41271 ASM144247v1 Conjugative transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo
KDO03237 REISMNv1 aD 3 dDNA transpD R. buchneri 1SO7 Ixodideo
EER21658 ASM16073v1 Conjugative transfer protein R. endosymbiontis - Ixodideo
KJW00730 ASM96514v1 Type IV secretory systn R. parkeri Tate's Hell Ixodideo
KJV94320 ASM96508v1 Type IV secretory systn R. parkeri Grand Bay Ixodideo
AFC74907 ASM28419v1 Conjugative transfer proteinD R. parkeri Portsmouth Ixodideo
KJV95824 ASM96507v1 Type IV secretory systn R. parkeri AT#24 Ixodideo
KJV77065 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJv80017 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
AFC70017 ASM28405v1 Conjugative transfer proteinD R. amblyommatis GAT-30V Ixodideo
KJV90977 ASM96499v1 Type IV secretory systn R. amblyommatis Dark Water Ixodideo
KJV93160 ASM96499v1 Type IV secretory systn R. amblyommatis Dark Water Ixodideo
EER22346 ASM16073v1 Conjugative transfer protein R. endosymbiontis - Ixodideo
KJV62252.1 ASM96467v1 protein coding dtn R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KDO02306 REISMNv1 6 dDNA transportD R. buchneri 1SO7 Ixodideo
KJW01971 ASM96518v1 Type IV secretory systn R. argasi T170-B Argasideo
ABV84881 ASM1662v1 F dPutative coD R. massilea MTUS Ixodideo
KJV80185 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJW03863 ASM96518v1 type Il/IV secretn R. argasi T170-B Argasideo
KJV79705 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV80019 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77067 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV78071 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77007 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJIV77420 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
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KJIV76636 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJIV76738 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJIV77696 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV78070 ASM96484v1 Type IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KD002415 REISMNv1 aD 5 dDNA transpD R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
EER21752 ASM16073v1l Conjugative transfer protein R. endosymbiontis - Ixodideo
ACP53550 ASM2300v1 PutativeD R. africae ESF-5 Ixodideo
KJW02000 ASM96518v1 Typr IV secretory systn R. argasi T170-B Argasideo
KJIV77695 ASM96484v1 Typr IV secretory systn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJW01970 ASM96518v1 Typr IV secretory systn R. argasi T170-B Argasideo
KJW03095 ASM96515v1 Typr IV secretory systn R. endosymbiontis - Ixodideo

Na Tabela 45, verifica-se a proteina ID KJV62505.1 com suas sequéncias de proteinas

similares, os IDs dos genomas de referéncia, os nomes das proteinas, as edpistietsie

e estirpes, das quais estas pertence.

A proteina ID KJV62597.1 apresentou uma arvore filogenética contendo sequéncias de

proteinas similares podendo ser ortélogas somente de espéBliekettsiaque infectam os

carrapatos (Figura 26
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Figura26 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas relacionadas ao sistenegtedo tipo IV (TASS) com destaque para a proteina ID KJV62253.1
pertencente a espéd®e amblyommatig\c/Pa e os seus similares obtidos com o uso do BLASTP e da analise de filoganigigpdo aplicativo Mega, Mega, adotando da
Maxima verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topologBmadstrap.
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Na Figura 26, verifica-se que dentre as proteinas similares para a proteina ID
KJV62253.1, observou-se predominantemente a presenca de sequéncias de proteinas da familia

responsavel pela formacéo do sistema de secrec¢ao do tipo IV (Tapela 46

Tabela46 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de proteistasndade
secrecdo T4SS com destaque para a proteina ID KJV62253.1 pertencente &Resgpéloigommatidc/Pa e os

seus similares obtidos por meio do multialinhamentos de sequéncias e da anabgerie.fil

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estirpe | Hospedeirg
KJW01970| ASM96518v1l Conjugative transfer proteinD R. argasi T170-B Argasideo
ALN41271 | ASM144247v]] Conjugal transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo
AFB26340 | ASM28399v1 Type IV secretion-systn R. philipe 364D Ixodideo
AFC73116 | ASM28417v1 Conjugative transfer proteinD R. montanna | OSU85-930| Ixodideo
ABV84881 | ASM1662v1 | Conjugative transfer proteinD (Putativ: R.massilea MTUS Ixodideo
KJV80289 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80185 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80019 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80017 | ASM96484v1l Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV79705 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV78070 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77695 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77420 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77067 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77065 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77007 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76738 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76636 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJW03095 | ASM96515v1 Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
EER21752| ASM16073v1l Conjugative transfeD (putative) | R. endosymbionti - Ixodideo
EER21692| ASM16073v1 Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
EER21658| ASM16073v1 DNA transportD R. endosymbionti - Ixodideo
KDO03237| REISMNv1 DNA transportD R. buchneri ISO7 Ixodideo
KD0O02632| REISMNv1 DNA transportD R. buchneri ISO7 Ixodideo
KDO02415| REISMNv1l DNA transportD R. buchneri ISO7 Ixodideo
KD0O02306 | REISMNv1 Type IV secretion-systn R. buchneri ISO7 Ixodideo
KJV92164 | ASM96504v1 Type IV secretion-systn R. belli RML Mogi | Ixodideo
KJV90021 | ASM96500v1 PutativeD R. belli RML An4 | Ixodideo
KJVv89283 | ASM96500v1 Conjugative transfer protD R. belli RML An4 | Ixodideo
ACP53550 | ASM2300v1 tn R. africae ESF-5 Ixodideo
AFC70017 | ASM28405v1 e:protein coding descriptionn R. amblyommati§ GAT-30V | Ixodideo
KJV62253.1] ASM96467v1 pe:protein coding description R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KJV62505.1] ASM96467v1 Type IV secretn R. amblyommatig  Ac/Pa Ixodideo
KJV62535.1] ASM96467v1 tion:Type IV secretiorsn R. amblyommatig  Ac/Pa Ixodideo
KJV93160 | ASM96499v1 Putative Conjugative transfD R.amblyommatig Dark Water| Ixodideo
KJW02000| ASM96518v1 Type IV secretory n R. argasi T170-B Argasideo
ABV79450 | ASM1824v1 Putative Conjugative traff\) R. belli OSU 85-389 Ixodideo
KJV62563.1] ASM96467v1 protein coding descriptionn R.amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KJV76838 | ASM96484v1 Type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV62564.1 ASM96467v1 protein coding descriptionn R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KJV79833 | ASM96484v1 Type IV secretory syn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
EER22345| ASM16073v1 protein TraD R. endosymbionti - Ixodideo
KJV77361 | ASM96484v1 Type IV secretory syn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77855 | ASM96484v1 Type IV secretory syn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
AFC70037 | ASM28405v1 putative Conjugative transD R. amblyommati§ GAT-30V | Ixodideo
KJV62597.1] ASM96467v1 protein coding descriptionn R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KJV91005 | ASM96499v1 Type IV secrn R. amblyommati§ Dark Water| Ixodideo
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KDO03257| REISMNv1 DNA transpoD R.buchneri ISO7 Ixodideo
EER21724| ASM16073vl Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
AFC74904 | ASM28419v1 putative Conjugative transfD R. parkeri Portsmouth| Ixodideo
KJV95292 | ASM96507v1l Type IV secretory n R. parkeri AT#24 Ixodideo
KJV93815 | ASM96508v1l Type IV secretory systn R. parkeri Grand Bay | Ixodideo
KJW00144 | ASM96514v1 Type IV secretoryn R. parkeri Tate's Hell | Ixodideo
ABV73486 | ASM1434v1l Putative Conjugative transfeD R. canadensis McKiel Ixodideo
AFB21066 | ASM28391v1 putative Conjugative transfD R. canadensis CA410 Ixodideo
AFC74907 | ASM28419v1 Conjugative transfer proteiD R. parkeri Portsmouth| Ixodideo
KJV95824 | ASM96507v1l Type IV secretory n R. parkeri AT#24 Ixodideo
KJV94320 | ASM96508v1l Type IV secretory systn R. parkeri Grand Bay | Ixodideo
KJW00730| ASM96514v1 Type IV secretoryn R. parkeri Tate's Hell | Ixodideo
KJV90976 | ASM96499v1 hypothetical prn R. amblyommatig Dark Water| Ixodideo
KD002299| REISMNv1 DNA transport prD R. buchneri ISO7 Ixodideo
KDO03397| REISMNv1 DNA transpD R. buchneri ISO7 Ixodideo
EER22290| ASM16073vl Conjugative transfer protn R. endosymbionti - Ixodideo
ALN41235 | ASM144247v]] conjugal transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo
KJV55665 | ASM96458v1l Type IV secretion-sysn O. tsugamuch - Mite
KJV56054 | ASM96458v1 Type IV secretory system Cn O. tsugamuch - Mite
KJV57327 | ASM96458v1l Type IV secretory sysn O. tsugamuch - Mite
KJV77696 | ASM96484v1 Type IV secretion-systn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo

Na Tabela 46, verificaea proteina ID KJV62253.1 com suas sequéncias de proteinas
similares, os IDs dos genomas de referéncia, os homes das proteinas, as edpitietsie

e estirpes, das quais estas pertence.

A proteina ID KJV62597.1 apresentou uma arvore filogenética contendo sequéncias de
proteinas similares podendo ser ortélogas somente de espéBliekettsiaque infectam os

carrapatos (Figura 2.7
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Figura27 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas relacionadas ao sistenegdtedo tipo IV (TASS) com destaque para a proteina ID KJV62597.1
pertencente a espéd® amblyommatié.c/Pa e os seus similares obtidos com o uso do BLASTP e da analise de fifmgenigio do aplicativo Mega, adotando da Maxima
verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topologiBsatstrap

Fonte: Autor deste trabalho.
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Na Figura 27, verifica-se que dentre as proteinas similares para a proteina ID
KJV62597.1, observou-se predominantemente a presenca de sequéncias de proteinas da familia

responsavel pela formacéo do sistema de secrec¢ao do tipo IV (Tapela 47

Tabela47 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de protsistasndale
secrecao T4SS com destaque para a proteina ID KJV62597.1 pertencente &Respélsigommatidc/Pa e os
seus similares obtidos por mmeio de multialinhamentos de sequéncias da anéliserda.filog

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estirpe Hospedeiro
KJV79705 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
KJVv80017 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV78070 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
KJIV77420 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJIV77067 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV77065 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
KJV77007 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV76738 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
KJIV76636 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJW03095 ASM96515v1 type IV secretion-sysn R. endosymbiontis - Ixodideo
EER21752 ASM16073v1l conjugative transfer protein R. endosymbiontis - Ixodideo
KD0O02415 REISMNv1 DNA transpD R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
KJV93160 ASM96499v1 type IV secretion-sysn R. amblyommatis Dark Water Ixodideo
AFC70017 ASM28405v1 conjugative transfer protD R. amblyommatis GAT-30V Ixodideo
ACP53550 ASM2300v1 PutativeD R. africae ESF-5 Ixodideo
KJW01970 ASM96518v1 type IV secretion-sysn R. argasi T170-B Argasideo
KJW02000 ASM96518v1 type IV secretion-sysn R. argasi T170-B Argasideo
KJV80019 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
ABV84881 ASM1662v1 Putative coD R. massilea MTUS Ixodideo
KJIV77695 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
KJV62535.1 ASM96467v1 protein n R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
ABV79450 ASM1824v1 Putative conjugative transfD R. belli OSU 85-389 Ixodideo
KJV89283 ASM96500v1 type IV secretion-sysn R. belli RML An4 Ixodideo
KJVv90021 ASM96500v1 type IV secretion-sysn R. belli RML An4 Ixodideo
KJV92164 ASM96504v1 type IV secretion-sysn R. belli RML Mogi Ixodideo
KDO02632 REISMNv1 DNA transpD R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
EER21692 ASM16073v1 putative conjugative transfeD R. endosymbiontis - Ixodideo
KJVv80185 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
AFC73116 ASM28417v1 conjugative transfer proteinD R. montanna OSU85930 Ixodideo
AFB26340 ASM28399v1 conjugative transfer proteinD R. philipe 364D Ixodideo
ALN41271 ASM144247v1 conjugal transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo
EER22345 ASM16073v1 protein TraD R. endosymbiontis - Ixodideo
KJV62564.1 ASM96467v1 protein n R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV79833 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
KJV77361 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
KJV77855 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo
KD0O03237 REISMNv1 DNA transpD R. buchneri 1SO7 Ixodideo
EER21658 ASM16073v1 conjugative transfer protein R. endosymbiontis - Ixodideo
KJV62253.1 ASM96467v1 protein n R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV93815 ASM96508v1 type IV secretion-sysn R. parkeri Grand Bay Ixodideo
KJW00144 ASM96514v1 type IV secretion-sysn R. parkeri Tate's Hell Ixodideo
KJV95292 ASM96507v1 type IV secretion-sysn R. parkeri AT#24 Ixodideo
AFC74904 ASM28419v1 putative conjugative transfD R. parkeri Portsmouth Ixodideo
EER21724 ASM16073v1 conjugative transfer protein R. endosymbiontis - Ixodideo
KDO03257 REISMNv1 DNA transpD R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
KJV91005 ASM96499v1 type IV secretion-sysn R. amblyommatis Dark Water Ixodideo
KJV62597.1 ASM96467v1 protein n R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
AFC70037 ASM28405v1 putative conjugative transD R. amblyommatis GAT-30V Ixodideo
AFC74907 ASM28419v1 conjugative transfer proteiD R. parkeri Portsmouth Ixodideo
KJV95824 ASM96507v1 type IV secretion-sysn R. parkeri AT#24 Ixodideo
KJV94320 ASM96508v1 type IV secretion-sysn R. parkeri Grand Bay Ixodideo
KJW00730 ASM96514v1 type IV secretion-sysn R. parkeri Tate's Hell Ixodideo
ABV73486 ASM1434v1 Putative conjugative transfeD R. canadenses McKiel Ixodideo
AFB21066 ASM28391v1 putative conjugative transfD R. canadenses CA410 Ixodideo
KJV90977 ASM96499v1 type IV secretion-sysn R. amblyommatis Dark Water Ixodideo
ALN41235 ASM144247v1 conjugal transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo




225

KDO02299

REISMNv1 DNA transport prD R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
KDO03397 REISMNv1 DNA transpD R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
EER22290 ASM16073v1l conjugative transfer protein R. endosymbiontis - Ixodideo
KJV80289 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV62505.1 ASM96467v1 protein n R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV62563.1 ASM96467v1 protein n R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV76838 ASM96484v1 type IV secretion-sysn R. hoogstraalii RCCES3 Argasideo

Na Tabela 47, verifica-se a proteina ID KJV62597.1 com suas sequéncias de proteinas

similares, os IDs dos genomas de referéncia, os nomes das proteinas, as edpictietsie
e estirpes, das quais estas pertence.

A proteina ID KJV62563.1 apresentou uma arvore filogenética contendo sequéncias de

proteinas similares podendo ser ortélogas somente de espéBiekeltsiaque infectam os
carrapatos (Figura 28
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Figura28 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas relacionadas ao sisteragégedsetpo IV (T4SS) com destaque para a proteina ID KJV62563.1
pertencente a espéd® amblyommatié.c/Pa e os seus similares obtidos com o uso do BLASTP e da analise de fifmgeniio do aplicativo Mega, adotando da Maxima
verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topologiBsatstrap
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Na Figura 28 verifica-se que dentre as proteinas similares para a proteina ID
KJV62563.1, observou-se predominantemente a presenca de sequéncias de proteinas da familia

responsavel pela formacéo do sistema de secrec¢ao do tipo IV (Tapela 48

Tabela48 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de protsistasndale

secrecao T4SS com destaque para a proteina ID KJV62563.1 pertencente &Resgpélsigommatidc/Pa e os

seus similares obtidgmr meio de multialinhamentos de sequéncias e da analise de filogenia.

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estirpe | Hospedeirg
ABV73476 | ASM1434v1 Putative conjugative transfeD R. canadensis McKiel Ixodideo
ABV73477 | ASM1434v1 Putative conjugative transfeD R. canadensis McKiel Ixodideo
ABV79450 | ASM1824v1 Putative conjugative transfeD R. belli OSU 85-389 Ixodideo
ABV79450 | ASM1824v1 Putative conjugative transfeD R. belli OSU 85-389 Ixodideo
ABV84881 | ASM1662v1l F Putative coD R. massilea MTU5S Ixodideo
ACP53550| ASM2300v1 F Putative coD R. africae ESF-5 Ixodideo
AFB26340 | ASM28399v1 Conjugative transfer protein D R. philipe 364D Ixodideo
AFC70017 | ASM28405v1 Conjugative transfer protein D | R. amblyommatiy GAT-30V | Ixodideo
AFC70037 | ASM28405v1 | Putative conjugative transfer proteinl R. amblyommatiy GAT-30V | Ixodideo
AFC73116 | ASM28417v1 Conjugative transfer protein D R. montanna | OSU85-930| Ixodideo
AFC74904 | ASM28419v1 | Putative conjugative transfer protein R. parkeri Portsmouth| Ixodideo
AFC74907 | ASM28419v1 Conjugative transfer protein D R. parkeri Portsmouth| Ixodideo
ALN41235 | ASM144247v]] Conjugal transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo
ALN41271 | ASM144247v]] Conjugal transfer protein R. rhipicephali - Ixodideo
EER21658| ASM16073vl Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
EER21692| ASM16073v1 | Putative conjugative transfer protein| R. endosymbionti - Ixodideo
EER21724| ASM16073v1 Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
EER21752| ASM16073v1l Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
EER22290| ASM16073vl Conjugative transfer protein R. endosymbionti - Ixodideo
EER22345| ASM16073vl Protein TraD R. endosymbionti - Ixodideo
EER22346| ASM16073v1 Conjugative transfer protein N | R. endosymbionti - Ixodideo
KDO02306 | REISMNv1 DNA transport D R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
KD0O02415| REISMNv1 DNA transport D R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
KD0O02632| REISMNv1 DNA transport D R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
KD0O03237| REISMNv1 DNA transport D R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
KDO03257| REISMNv1 DNA transport D R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
KDO03397| REISMNv1 DNA transport D R. buchneri 1ISO7 Ixodideo
KJV55665 | ASM96458v1 Type IV secretory system n 0. tsugamuch - Mite
KJV56054 | ASM96458v1 Type IV secretory system Cn O. tsugamuch - Mite
KJV57327 | ASM96458v1 Type IV secretory system n O. tsugamuch - Mite
KJV57337 | ASM96458v1l Type Il/IV secretory system n O. tsugamuch - Mite
KJV62252.1] ASM96467v1 tn R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KJV62253.1] ASM96467v1 tn R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KJV62504.1] ASM96467v1 Descriptionn R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KJV62505.1] ASM96467v1 Descriptionn R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KJV62535.1] ASM96467v1 Description R. amblyommatig  Ac/Pa Ixodideo
KJV62563.1] ASM96467v1 Descriptionn R. amblyommatig  Ac/Pa Ixodideo
KJV62597.1] ASM96467v1 Descriptionn R. amblyommati§  Ac/Pa Ixodideo
KJV76636 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R.hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76637 | ASM96484v1 F sex factor N terminn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76738 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76739 | ASM96484v1 F sex factor N terminn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76838 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76839 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76840 | ASM96484v1 ftsK/SpolllE family pn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV76841 | ASM96484v1 F sex factor N terminn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77007 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77008 | ASM96484v1 F sex factor N terminn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77065 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77067 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
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KJV77263 | ASM96484v1 Putative conjugative transfer n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77361 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KIV77420 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KIV77421 | ASM96484v1 F sex factor N terminn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77575 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77576 | ASM96484v1 Putative conjugative TrD R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77695 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJIV77696 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KIV77697 | ASM96484v1 ftsK/SpolllE family pn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77698 | ASM96484v1 F sex factor N terminn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV77855 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R.hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV78070 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV78071 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV78072 | ASM96484v1 F sex factor N terminn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV79705 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV79833 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80017 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80019 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80020 | ASM96484v1 F sex factor N termin R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80185 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R.hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJVv80288 | ASM96484v1 F sex factor N terminn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80289 | ASM96484v1 Type IV secretory system n R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJV80638 | ASM96484v1 F sex factor N terminn R. hoogstraalii RCCE3 | Argasideo
KJVv89283 | ASM96500v1 Type IV secretory system n R. belli RML An4 | Ixodideo
KJV90021 | ASM96500v1 Type IV secretory system n R. belli RML An4 | Ixodideo
KJV90977 | ASM96499v1 Type IV secretory system n R. amblyommati§ Dark Water| Ixodideo
KJV90978 | ASM96499v1 Type Il/IV secretory system n R. amblyommati§ Dark Water| Ixodideo
KJV91005 | ASM96499v1 Type IV secretory system n R. amblyommati§ Dark Water| Ixodideo
KJV91141 | ASM96504v1 Type IV secretory system n R. belli RML Mogi | Ixodideo
KJV91260 | ASM96499v1 F sex factor N terminn R. amblyommati§ Dark Water| Ixodideo
KJV92164 | ASM96504v1 Type IV secretory system n R. belli RML Mogi | Ixodideo
KJV93160 | ASM96499v1 Type IV secretory system n R. amblyommati§ Dark Water| Ixodideo
KJV93815 | ASM96508v1l Type IV secretory system n R. parkeri Grand Bay | Ixodideo
KJV94320 | ASM96508v1l Type IV secretory system n R. parkeri Grand Bay | Ixodideo
KJV95292 | ASM96507v1 Type IV secretory system n R. parkeri AT#24 Ixodideo
KJV95824 | ASM96507v1 Type IV secretory system n R. parkeri AT#24 Ixodideo
KJW00144 | ASM96514v1 Type IV secretory system n R. parkeri Tate's Hell | Ixodideo
KJW00730| ASM96514v1 Type IV secretory system n R. parkeri Tate's Hell | Ixodideo
KJW01910| ASM96518v1l F sex factor N terminan R. argasi T170-B Argasideo
KJW01971 | ASM96518v1 Type IV secretory system n R. argasi T170-B Argasideo
KJW01972| ASM96518v1l Type Il/IV secretory system n R. argasi T170-B Argasideo
KJW02000| ASM96518v1 Type IV secretory system n R. argasi T170-B Argasideo
KJW03095| ASM96515v1 Type IV secretory system n R. endosymbionti - Ixodideo
KJW03863| ASM96518v1l Type Il/IV secretory system n R. argasi T170-B Argasideo

Na Tabela 48, verifica-se a proteina ID KJV62563.1 com suas sequéncias de proteinas
similares, os IDs dos genomas de referéncia, os nomes das proteinas, as edpictietsie

e estirpes, das quais estas pertence.

A proteina ID KJV62594.1 apresentou uma arvore filogenética contendo sequéncias de
proteinas similares podendo ser ort6logas somente de espéBiekettsiaque infectam os
carrapatos (Figura 29

Figura 29 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas contendo dominios o mkitiv
anquirina (Ank) com destaque para a proteina ID KIJV61977.1 perteacespécidR. amblyommatifc/Pa e os
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seus similares obtidos com o uso do BLASTP e da analise de filogenia pataagiticativo Mega, adotando da
Méaxima verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topologBeadstrap
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 29, verifica-se que dentre as proteinas similares para a proteina ID
KJV61977.1, observou-se predominantemente sequéncias de proteinas da familia contendo

dominios de repeticdo de anquirina (Ank), havendo muitas sequéncias hipotéticas (Tabela 49).



230

Tabelad49 Quadro de legendas para a arvore filogenética da familia de sequéncias de proteirds dmmieios

repetitivos de anquirina (Ank) com destaque para a proteina ID KJV61977.1 pdeeac@&spécieR.

amblyommatisic/Pa e os seus similares obtidos por meio de multialinhamentos de sequéncias ealdeanalis

filogenia.

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estirpe Hospedeiro
AEV92135 | ASM23784vl Ankyrin repeats Family R. slova 13B Ixodideo
AFD19522 | ASM25236v1 Ankyrin repeats Family R. slova D-CWPP Ixodideo
EAA25464 | ASM16693vl Hypothetical protein R. sibirica subsp. sibirica 246 Ixodideo
KJW00860 | ASM96514v1 Ankyrin repeats family R. parkeri Tate's Hell Ixodideo
KJV93872 ASM96508v1 Ankyrin repeats family R. parkeri Grand Bay Ixodideo
KJV96604 ASM96507v1 Ankyrin repeats family R. parkeri AT#24 Ixodideo
AFC74696 | ASM28419v1 Hypothetical protein R. parkeri Portsmouth Ixodideo
BAK96612 ASM28359v1 Hypothetical protein R. japonica YH Ixodideo
AEK74544 | ASM22120v1 Hypothetical protein R. heilongjiangensis 54 Ixodideo
AAL03040 ASM702v1 Unkown R. conorii subsp. conorri Malish 7|  Ixodideo
KJW05637 | ASM96518v1l Ankyrin repeats family protein R. argasi T170-B Argasideo
AFB26137 | ASM28399v1l Hypothetical protein R. philipe 364D Ixodideo
ABY72464 ASM1744v3 Hypothetical protein R. rickettsii lowa Ixodideo
ABV76107 ASM1822v1 Hypothetical protein R. rickettsii Sheila Smith Ixodideo
AFB23449 | ASM28377vl Hypothetical protein R. rickettsii Colombia Ixodideo
AFB24800 | ASM28379v1l Hypothetical protein R. rickettsii Arizona Ixodideo
AFB27485 | ASM28381vl Hypothetical protein R. rickettsii Hino Ixodideo
AFB30142 | ASM28383vl Hypothetical protein R. rickettsii Hauke Ixodideo
AFB28968 | ASM28393vl Hypothetical protein R. rickettsii Hep#2 Ixodideo
AFB22316 | ASM28395v1 Hypothetical protein R. rickettsii Brazil str Brazil (RPN) Ixodideo
AJG32963 | ASM83152v1 Ankyrin repeats family protein R. rickettsii R Ixodideo
AJG34298 | ASM83154vl Ankyrin repeats family protein R. rickettsii Morgan Ixodideo
AFC74132 | ASM28417v1 Hypothetical protein R. montanna OSU85930 Ixodideo
KJV61977.1| ASM96467v1 Ankyrin repeats family protein R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
AFC69614 | ASM28405v1 Hypothetical protein R. amblyommatis GAT-30V Ixodideo
KJV95061 ASM96499v1 Ankyrin repeats family protein R. amblyommatis Dark Water Ixodideo
AFB31861 | ASM28385vl Hypothetical protein R. massilea AZT80 Ixodideo
ALN41433 | ASM144247v1 Hypothetical protein R. rhipicephali - Ixodideo
AFC72273 | ASM28407v1l Hypothetical protein R. rhipicephali 3-7-female 6-CWPP Ixodideo
KJV78670 ASM96490v1 Ankyrin repeats family protein R. rhipicephali Ect Ixodideo
KJV93764 | ASM96508v1 Hypothetical protein R. parkeri Grand Bay Ixodideo
AFD19521 | ASM25236v1 Hypothetical protein R. slova D-CWPP Ixodideo

Na Tabela 49, verifica-se a proteina Ank ID KJV619771.1 e suas

proteinas similares, os IDs dos genomas de referéncia das bactérias, os nomes das proteinas, as

espécies dRickettsiae estirpes, das quais estas sequéncias pertencem.

sequéncias de

As proteinas L11 KJV62584.1 e KJV62556.1 apresentaram uma arvore filogenética

contendo sequéncias de proteinas similares podendo ser ortélogas somente de espécies de

Rickettsiaque infectam os carrapatos (Figura 30).

Figura30 Arvore filogenética para a familia das sequéncias de proteinas ribossomais metitsan@fl1) com
destaque para a proteina ID KJV62584.1 e KJV62665.1 pertencente a Bsm@oidyommatig\c/Pa e 0s seus
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similares obtidos com o uso do BLASTP e da analise de filogenia por meidickiiap Mega, adotando da
Méaxima verossimilhanca e alinhamentos ClustalW para 100 topologBeadstrap
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Fonte: Autor deste trabalho.
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Na Figura 30, verifica-se que dentre as proteinas similares para as proteinas ID

KJV62584.1 e KJV62556.1, observou-se predominantemente sequéncias de proteinas da

familia ribossomal L11 metiltransferase (Tabela 50

Tabela50 Quadro de legendas para a &rvore filogenética da familia de sequéncias de proteisamaibo

metiltransferase (L11) com destaque para a proteina ID 2&B%b1le KIV62556.1 pertencente a espéRie

amblyommatisAc/Pa e os seus similares obtidos por meio de multialinhamentos de sequéncias eeldeanalis

filogenia.

Proteina Genoma Nome Rickettsiaspp. Estipe Hospedeiro
KJV77785 | ASM96484vl | Ribosomal L11 methyltransferase family proteij R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV80133 | ASM96484vl | Ribosomal L11 methyltransferase family protei R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV76530 | ASM96484vl | Ribosomal L11 methyltransferase family protei R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV89998 | ASM96500vl | Ribosomal L11 methyltransferase family protei R. belli RML An4 Ixodideo
KJV77809 | ASM96484v1 HemK domain protein R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
AFC70029 | ASM28405v1 HemK R. amblyommatis| GAT-30V Ixodideo
KJV62584.1| ASM96467vl | Ribosomal L11 methyltransferase family protei R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV90990 | ASM96499vl | Ribosomal L11 methyltransferase family protei R. amblyommatis| Dark Water| Ixodideo
KJV77810 | ASM96484v1 HemK domain protein R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
ALN40722 | ASM144247v1 Modification methylase Hemk R. rhipicephali - Ixodideo
ALN40881 | ASM144247v1 Modification methylase Hemk R. rhipicephali Ixodideo
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KJW03451 | ASM96515vl | Ribosomal L11 methyltransferase family protei R. endosymbiontig - Ixodideo
KJIV76747 | ASM96484v1 HemK domain protein R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV62556.1| ASM96467vl | Ribosomal L11 methyltransferase family protei R. amblyommatis Ac/Pa Ixodideo
KJV76850 | ASM96484vl | Ribosomal L11 methyltransferase family protei R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo
KJV80072 | ASM96484vl | Ribosomal L11 methyltransferase family protei R. hoogstraalii RCCE3 Argasideo

Na Tabela 50, verifica-se as proteinas IDs KJV62584.1 e KJV62556.1 com suas
sequéncias de proteinas similares, os IDs dos genomas de referéncia, os nomes das proteinas,

as espeécies drickettsiae estirpes, das quais estas pertence.



233

5 DISCUSSAO
5.1 Interatomas

Os resultados da analise de anotacdo das proteinas de interface foram obtidos por meio da
construcdo de modelos de interacdo entre as proteinas dos genomas adotados. O uso das
proteinas da bactérid. amblyommatisersus a espécie de carraphtgcapularis,sugeriu
participacdo de familias de proteinas, sabidamente envolvidas na modulacdo da fisiologia da
célula do hospedeiro. Estes resultados sugerirgrosaibilidade da ocorréncia de 13,151
interacdes interespecificas entre as proteinas destes organismos no interatoma geral (Tabela 16)
(Dados suplementares S1e). Com o uso das proteinas de membrana preditas foi possivel separar
dentro da rede consenso as proteinas secretadas, excretadas e ou de superficie, sendo esta
estratégia base para a construcdo do interatoma de proteinas de membrana, totalizando uma

rede consenso com 3,456 interacoes (Tabela 23) (Dados suplementares S1g).

Com as anadlises de predicdo de ortologia filtramos dentro da rede de proteinas de
membrana algumas proteinas ortélogas entre as espe@eshlyommatis, R. buchenneri, R.
endossimbionte, R. monascencis, R, felis e R, prowazekpartir destes resultados,
espergamos encontrar entre as proteinas ortdlogas maédulos e, ou, funcdes conservadas com a
possibilidade da ocorréncia de divergéncias entre as espéciRilatsiaque infectam
carrapatos em relacdo as que infectam insetos. No geral, estes resultados revelaramia ocorrénc
de duas proteinas ortélogas, apresentando 100 pares de interac&b antbdyommatis I.

scapularisna rede consenso formada (Tabela 25) (Dados suplementares S1h).

Por meio de alinhamentos mudltiplos de sequéncias pudemos avaliar os aspectos
evolutivos das sequéncias ortdlogas de genicas e proteicas para as espécledtdia que
infectam os carrapatos (Anexol). Os alinhamentos obtidos sugeriram os dominios conservados,
incluindo residuos criticos para a funcdo das proteinas, comparando as proteinas de interesse

de forma mais detalhada com os membros da mesma familia.

Os resultados das arvores filogenéticas de ortdlogos para as proteinas similares do
cluster ortdlogo 1050, com destaque para as duas proteinas KJV62578.1 e KIVE&261.1
kinase A domain protejre no cluster ortélogo 1816 com destaque para a proteina KJV62536.1
Tetratricopeptide repeat protein familgresentes no interatoma de proteinas de membrana para
a espéciR. amblyommatigjue infectam os carrapatos versus insetos, sugeriram diferencas

entre as espécies comparadas (Angxo 2



234

A ontologia génica para o estudo de modulos funcionais ativados pela interagéo,
possibilitou observarmos os aspectos deste (patossistema) entre as proteinas da bactéria da
espécieR. amblyommatie do carrapato da espétiscapularis com a visualizacao das redes
do interatoma de proteinas geral, o interatoma consenso de proteinas de membrana
interatoma de proteinas ortdlogas (Figura AGandlise de anotagdo das proteinas de interface
permitiu identificar familias de proteinas sabidamente envolvidas na modulagéo da fisiologia
do I. scapularispara os trés dominios: Componente celular (C), Funcdo molecular (F)

Processo biologico (P) (Tabela 28).

Estes resultados sugerem a presenca de diferentes modulos funcionais significativos
com destaque para os médulos 0 secrecao celular, 4 metilacdo, 13 protedlise, 14 oxidacao e 15
fosforilacdo obtidos por meio do interatoma de proteinas de membrana com destague para o
modulo 1 transporte intracelular obtido por meio do interatoma de proteinas de membrana
ortélogas deRickettsia spp. que infectam os carrapatos. Este enriquecimento funcional
realizado com o uso doBGO, pode imporr o mapa da anotacdo funcional das proteinas do
I. scapularis do Gene Ontology (GO), enriquecido com o aplicativo AgBase-GOanna
permitindo atribuirmos o processo bioldgico e a anotacao de ontologia génica mais significativo
para cada modulo funcional de proteinas preditas carrapatos (Dados suplementares S1j) (Figura
17) (Tabela 29).

Diversos estudos tém relatado o funcionamento do secretorRicklkgtsiae como
ocorre a possivel interacdo entre este repertorio de proteinas e vias sustentadas pela célula e
proteinas do hospedeiro (GILLESPIE et al., 2014). De certa forma, € necessério estudar a
essencialidade destes alvos encontrados. No geral, diversos estudos adotando a biologia de
sistemas e ferramentas de bioinformatica ao abordarem os conceitos do interatoma de proteinas
sugerema utilizacdo de evidéncias experimentais que confirmam a essencialidade de alguns
dos alvos preditos (FLOREZ et al., 2010; KIM et al., 2008; MENDES et al., 2013).

De forma indireta ou ndo, a validagao destes alvos essenciais na rede de proteinas tem
sido um passo importante apos a descoberta de vias moleculares funcionais. Podem ser citados
como exemplo®studos quanto a interacdo entre proteinas da baxsitthomonas oryzae
versusOryza sativaKIM et al., 2008), para patégenos que afetam humanos como a bactéria
Mycobacterium tuberculosigersusHomo sapien§RAMAN; YETURU; CHANDRA, 2008)

e também para o protozoarleishmania majoversusH. sapiens(FLOREZ et al., 2010;
MENDES et al., 2013)



235

Potencialmente estudos do interatoma podem ser um ponto de partida pasaciidsra
experimentais de interacdo de proteinas na relacdo parasito hospedeiro de patdgenos e
carrapatos. Mesmo considerando o fato que muitas interac6es podem exigir modificacfes pos-
traducionais, dificultando assim, a validacdo experimental na analise de enriquecimento de
ontologia génica e predi¢do de funcdo para os moédulos clusterizados, estudos ja evidenciaram
que a deteccao de estruturas modulares dentro de uma rede biolégicaif@igatesobre a
organizacdo funcional de processos celulares em organismos vivos (RIVES; GALITSKI,
2003).

A deteccdo de cluster combinada com a andlise de enriquecimento hipergeométrico
permit predizer a fungéo biolégica de proteinas a esta associadas, onde estudos tem atribuido
o compartilhamento de pelo menos uma fungéo similar enteeB0% das proteinas em um
cluster (SHARAN; ULITSKY; SHAMIR, 2007). Neste estudo foi possivel atribuir que as
proteinas vizinhmmais préxmas presentes nas redes de interacdo de proteinas também estédo
frequentemente envolvidas em processos simildsts. implica que qualquer proteina nao
classificada poderia ter a funcdo provisoriamente atribuida a funcdo de seus vizinhos
(SHARAN; ULITSKY; SHAMIR, 2007; TITZ; SCHLESNER; UETZ, 2004).

Os resultados de predicdo de proteinas de membrana secretadas, excretadas e, ou, de
superficie, quando concatenadas e filtradas na interface do interatoma geral possibilitaram
averiguarmos a ocorréncia de interacées entre as proteinas da memliRaambiommatis
versus as proteinas tescapularis A rede consenso obtida a partir do interatoma de proteinas
de membrana sugarhaver a ocorréncia de interacdo entre diversas proteinas supostamente
relacionadas com as que compdem o0s sistemas de secrecRackatisia entre outras

funcionalidades preditas, baseando no mapa da topologia do sistema clusterizados.

O enriquecimento funcional para o modulo de secrecdo apresentou a maior abundancia
de interacdes e riqueza de proteinas em comparacdo com os demais moédulos preditos. A rede
do interatoma de proteinas de membrana sugeriu a ocorréncia de interacdes entre as proteinas
com funcdes essenciais e fortes moduladores da célula do car@peteultados de interacao
entre as proteinas d& amblyommatisersusl. scapularisdemonstraram a participacdo de
diversas proteinas essenciais que fazem parte de dois sistemas de secrecdo dependentes d

sistema Sec translocom.
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As bactérias do génerickettsiapossuem o potencial de codificarem varios sistemas
de secrecdo homoélogos as vias de secrecao de outras bactérias que apesar do reduzido tamanho
de seus genomas, consequentemente passam a se utilizar de metabdlitos processados no
ambiente celular de seus hospedeiros com a participacédo de inimeros substratos (GILLESPIE
et al., 2014) Segundo estes autores, 0s genomas bacterianos, possuem diversos complexos de
secrec¢do de proteinas, onde a proteina Ftsy possui como funcéo o reconhecimento de particulas
de reconhecimento de sinal atuando na regulacdo da traducdo ribossomal na regido

intermembrar do sistema de secrec¢ao tipo Sec-translocom.

A proteina Ftsy € responsavel pela ancoragem do complexo ribossémico ao complexo
SecYEG na viao-translacional dSec-translocon (EGEA et al., 2004), atuando na hidrdlise
de GTP (FOCIA, 2004) para impulsionar o ribossomo a passar para fora do espaco
intermembranar (AKOPIAN et al., 2013). O centro de translacdo de proteinas no sistema Sec-
translocon é mediado por uma insertase YidC, além de outras proteinas de membrana
localizadas na regiao intermembranadependentes do canal dividido em duas vias, sendo a
via co-translacional e a via pés-translacional (GILLESPIE et al., 2014). Segundo estes autores,
ambas as vias sao dependentes ou independentes de particulas de reconhecimento de sinal e de
fator desencadeante, o que sugere a ocorréncia de uma ligacdo competitiva na cadeia nascente

do ribossomo.

No génerdRickettsia,0 sistema de secrecao do tipo V (Th8§&e é regulado por fator
desencadeante na via co-translacional, € composto por uma superfamilia de antigenos celulares
de superficie conservados na maioria dos genomas, sendo Sca0 (anteriormente RompA), Scal,
Sca2, Scad4 (anteriormente PS 120 ou proteina D) (GILLESPIE et al.,, 2012) e Scab5
(anteriormente RompB) (SEARS et al., 2012). No entanto, as proteigasa® codificados
apenas dentro dos genomas de espéci&attettsiado Grupo do Tifo e parR. felis, sendo
associads exclusivamente com o0s insetos vetores, excluindo as espéciiska¢tsiaque
infectam os carrapatos e outros &caros, atuando ainda na regulacédo da atividade de YidC
(GILLESPIE et al., 2014).

O sec translocompossui também o sistema Sec-TolC apresentando a proteina RARP-1,
independente de ATP para promover a translocacédo de moléculas pelo canal TolC (KAUR et
al., 2012). Segundo estes autores, esta proteina é dependente de dominios de anquirina Ank
sendo altamente conservadsn Rickettsia sendorelacionada com uma rota alternativa para

RARP-1, a qual necessitaria da presenca de ABC transporte do tipo I. Neste processo, a
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hidrolise de ATP no citoplasma bacteriano forneceria a energia para empurrar RARP-1 através
do canal TolC (GILLESPIE et al., 2014). Segundo estes autores o0 estudo desta via também
pode auxiliar na elucidacéo da presenca de interacdo de proteinas que compdem os sistemas de
secrecao independentesSk translocomPara o Tat, os genomasiekettsiagpodem conter

genes que codificam TatA e TatC, ocorrendo na sequéncia da subunidade ferro-enxofre d
complexo de proteinasbiquinol-citocromo ¢ redutaseu no complexocitocromo bel,

conhecida como PetA (GILLESPIE et al., 2014). Apesar da presenca de sistema Tat, estudos
de bioinformética identificaram poucos substratos de Tat em genorRaske#sia NUNEZ;

SORIA; FARBER, 2012).

A interacao de proteinas da bactéria versus o carrapato com presenca das proteinas ID
KJV61777.1e ID KJV61783.1 estdo estritamente relacionadas com o ubiquinol-citocromo C
redutase além de transportadores de arginina ID KJV61302.1. No entanto, sabe-se que nos
genomas d®ickettsiasdo codificados componentes do sistema de secrecao tipo T1SS, sendo
este, outro sistema de secrecdo capaz de foraeseergia mais provavel para translocar
RARP-1 através da membrana externa. Neste estudo, observou-se que a proteina ID
KJV61887.1 relacionada ao sistema T1SS apresentou pares de interacdo com 65 proteinas do
carrapato. No T1SS, a maquina de secrecao é responsavel por exportar proteinas do citoplasma
para o0 meio extracelular associadas a viruléncia como toxinas, lipases, proteases
(ZGURSKAYA et al., 2011), fornecendo a energia promovida por proteinas ABC transporte
com a hidrolise de ATP (HOLLAND; SCHMITT; YOUNG, 2005).

Além destes sistemas, o sistema de secrecao do tipo IV (T4SS) formado por complexos
macromoleculares podendo secrgieoteinas, DNA e nucleoproteinas através do envelope
celular bacteriano,&® atualmente um dos principais fatores da diversificacdo bacteriana
responsaveis pela propagacédo horizontal de resisténcia antimicrobiana de genes de viruléncia
envolvidos com moléculas sinalizadoras e reguladoras para sua sobrevivéncia (CASCALES;
CHRISTIE, 2003). Diversos sistemas de secrecdo T4SS contém uma ATPase ligada a
membrana (familias VirD4 ou TcpA) denominada proteina de acoplamento do tipo IV,
fornecendo energia para processos como a secre¢do de substratos, regulagéo ele canal

deslocamento de pilina da regido intermembranar (KERR; CHRISTIE, 2010).

Neste estudo, observou-se a ocorréncia de interagcdo para as proteinas essenciais
KJV62535.1, KJV62505.1, KIV62563.1, KIV62597.1, KJV62252.1 relacionadas ao sistema

de secrecdo T4SS apresentou pares de interacdo com 65 proteinas do carrapato. O T4SS
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compartilham genes sintéticos enRiekettsiae deOrientia, sendo o complexo denominado
RAGE (Rickettsides Amplified Genetic Elementomposto de genes deste sistema, bem como

de genes que codificam histidina quinases Hk contendo dominios de repeticdes de anquirina
Ank e de tetratricopeptideo Tpr (CHO et al., 2007).

Neste estudo, observag-ocorréncia de interacdo destas proteinas relacionadas com
proteinas His quinases, como a Ank ID KJV61717.1 e Tpr ID KJV62536.1 e KJV62591.1. O
sequenciamento do genoma . endosynbionti¢. scapularis (REIS) revelou haver nove
RAGES completas (ou quase completas), em oposicédo a um unico RAGES mreseellii
(GILLESPIE et al., 2012). Segundo estes autores, sabe-se que dois dos quatro plasmideos
transportados por REIS (pREIS1 e pREIS3) foram eapde codificar RAGES, com uma
estimativa filogenética indicando mudltiplas invasdes destes elementos génicos dentro dos

genomas dRickettsides ao longo da evolucgao.

Além de genes sinténicos do T4SS, os RAGHRIdkettsiae deOrientiacompartilham
genes comuns que codificam DNA metiltransferases (classe D12), helicases de DNA tipo PolC,
hidrolases e sintetases de resposta restrita, além de proteinas contendo os dongiiips His
(GILLESPIE et al., 2014). Estas duas proteiestfio envolvidos em uma série de funcdes,
incluindo a atividade de acoplamento, o ciclo celular, transcricédo, regulacéo génica, transducao
de sinal e transporte de proteinas (BLATCH; LASSLE, 1999; LI; MAHAJAN; TSAI, 2006).

De certa forma, varias destas proteinas estdo envolvidas em processos acoplados ao
movimento destas membranas para a secrecdo de proteinas. Entre os modulos de oxidacéo,
fosforilacdo, metilacdo, protedlise e especialmente o transporte pudemos anotar distintas
proteinas que fazem parte destes sistemas, associadas com diversos pares de interacdo na rede

do interatoma.

5.2 Expressao diferencial de transcritos

Os resultados para a anotacao da transcricao de transcritos e proteinas putativas sugeriu que as
espécies deRickettsia, como muitos outros microrganismos endonssibionticos, podem
desempenhar um papel benéfico ou ndo na fisiologia do carrapato hospedeiro. A estrutura da

rede consenso de proteinas, que 0s conestarmias mediadas por interacfes e mecanismos
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moleculares, pode ocorrer através de genes e proteinas potencialmente codificadas nos genomas

de ambos 0s organismos.

Os resultados obtidos para os distintos médulos funcionais putativos em funcdo das
interacBes de proteinas entre ambos 0s organismos interagidos, traz as principais proteinas do
carrapato presentes nestes seis modulos significdbaaks suplementares S1j). Estas, foram
a base para o estudo da expressdo e regulacdo de transcritos relacionados aos modulos
significativos de interacdo com as proteinas de membrana da bactéria da Espécie

amblyommatis.

A obtencéo destes transcritos para os modulos funcionais significativos por andlise de
similaridade adotando o multialinhamento de sequéncias TBLASTN, se deu apds as andlises de
qualidade e trimagem do sequenciamento, a mont&gemmovd ¢ calculo dos niveis de
abundancia, (Tabela 33) (Dados suplementdie3. Antes disso, a integracdo dos dados de
sequéncia de RNA dos transcriptomas montados (Dados néo publicados) e os resultados da
TPM dos transcritos (Dados suplementares SBn} com as proteinas do interatoma de
membrana (Dados suplementares S1j), em especial as proteinas do carrapato que clusterizam
na formacdo de mddulos funcionais e significativos sugerem a possibilidade de ocorrer uma
resposta imune do carrapato contribuindo para o desenvolvimento de estratégias, e interferir na
persisténcia e na transmissado de espécies destas baftatieta 34) (Dados suplementares
S10).

Estes resultados para a anotacédo e expressao diferencial para o conjunto de dados de
RNA-seq abordando a montagéde novd para cada espécie de carrapsttblyommaspp. e
em determinado 6rgéo infectado ou ndo por espéciBicllettsiacom foco neste estudo em
glandulas salivares, intestino e ovarios (Tabela 35). As diferencas de expresséo e na abundancia
dos transcritos para o conjunto de dados dos transcriptomas da Asgéaiptunmem resposta
a infeccdo poR. amblyommatigo intestino e ovaridA. sculpturmem resposta a infeccéo por
R. rickettsiino intestino é\. aureolatumem resposta a infeccao @er rickettsiiem glandulas

salivares e intestino séo inerentes aos 0rgaos.

Estes resultados revelaram que a capacidade de espéRiekaltsiana atividade desta
expressao de genes pode estar correlacionada com o potencial de proteinas expressas nos seus
genomas pertencentes a membrana, sendo estas secretadas, excretadas e, ou, de superficie, que

ativariam as proteinas do carrapato presentes nos modulos funcionais significasivos. N



240

anotacado da expressao de transcritos coexpressos, foram selecionados e comparados os dados
da média calculada dos valoresfdiel changena base Log2 para o intestino de carrapato das
espéciedA. aureolatume A. sculptuminfectados poR. rickettsij e a espécié. sculpatum

infectado poR. amblyommatis

Os transcritos obtidos apresentaram a regulagéo positiva com os valimiesctange
na base Log2 >= 2 e com regulacéo negativa da expressédo com vafotdchangena base
Log2 <= -2. Os resultados para as glandulas salivares e ovarios nao foram discutidos (Dados

nao publicadogs

Para esta discussao, consideramos os resultados da expressao de transcritos para as
sequéncias de proteinas principalmente coexpressas para 0 intestino das espécies de
Amblyommanfectados poRickettsiaspp.,(Anexo 3)e (Anexo 4). Com isto, averiguamos as
similaridades e diferencas pontuais da expresséao diferencial de transcritos entre as espécies de
carrapatos no conjunto de proteinas preditas para cada mddulo funcional significativo do
interatoma de membrana, podendo haver diferencas entre as espAcisydenmaonforme

a espécie dRickettsiague o infecta, (Tabelas 887).

5.2.1 Secrecio e transporte

GTPases e proteinas putativamente relacionadas com adesdo, invasédo, fagociwse

movimento intracelular e intercelular na célula do hospedeiro.

No intestino do carrapato da espégieaureolatuminfectado pomR. rickettsii,observou-sa

ocorréncia da expressao de transcritos para a sequépec@aina GTPase Rho sendo regulada

de forma positiva, havendo também, a sequéncia de actina acetiltransferase subunidade A
(NAT1) e da GTPase Rho Cdc42 sendo reguladas de forma positivas. No intestino do carrapato
da espécieA. sculptuminfectado por esta mesma bactéria, observou-se a ocorréncia da
expressao de transcritos para a sequéncia das proteinas GTPases Rho e Cdc42 sendo reguladas
de forma negativa. No intestino do carrapato da esp&ciscultpuminfectado porR.
amblyommatis observou-se a ocorréncia da expressdo de transcritos para a sequéncia da

proteina GTPase Rho sendo regulada de forma negativa.

Nos intestinos dos carrapatdsnblyommaspp. infectados poR. rickettsii,ndo se

observou a ocorréncia da coexpressao de transcritoga gggaéncia da proteina GTPases Rho.
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No entanto, entre os intestinos do carrapgatsculptumnfectados poR. rickettsiiversusR.
amblyommatisobservou-se a ocorréncia da coexpressdo para uma sequéncia de proteina
GTPase, sendo regulada de forma negativa na preseRcamiblyommatie de forma positiva

na presenca de. rickettsii

A superfamilia de proteinas GTPase Ras compreende cinco subfamilias estruturalmente
distintas que incluem Ras, Rho, Rab, Sarl Arf e Ran. Estas sdo responséaveis por distintas
funcdes na regulacédo de uma variedade de processos celulares, tais como; proliferacdo celular,

diferenciacéo celular, organizacéo do citoesqueleto, transporte e trafico de proteinas.

O processo de fagocitose € evolutivamente conservado em artrépodes (SIDERI et al.,
2008) e desempenha um papel critico na resposta imune de defesa celular conga vario
patdégenos (ELROD-ERICKSON; MISHRA; SCHNEIDER, 2000; INOUE et al., 2001). No
genoma do carrapato da espétiescapularis foram averiguadas a ocorréncia de cinco
sequéncias de nucleotideos com potencial para a expressdo de pequenas GTPases Ras
pertencentes a familia Rho, que desempenha um papel central na fagocitose (BOKOCH, 2005;
ETIENNE-MANNEVILLE; HALL, 2002), com pelo menos 33 potenciais proteinas

relacionadas com a sua via fagocitaria (SMITH; PAL, 2014).

Estudos da capacidade de invasdo de células por algumas espérieketisiado
Grupo das Febres Maculosas sugeriram que as espékestsia parkeriRickettsia conorie
Rickettsia montanensigivadem rapidamente uma variedade de células dependendo d
polimerizacdo de actina do hospedeiro e da atividade de tirosina quinase. Em células de
mamiferos, a infeccdo das células do hospedeiro por espédiickigttsiabaseia-se na
aderéncia da bactéria na membrana celular seguida da invasdo por meio do processo de
fagocitose induzida (WALKER, 1984; WALKER; WINKLER, 1978). As espécies de
Rickettsiado Grupo das Febres Maculosas possuem dois tipos bem caracterizados de proteinas
de aderéncia, conhecidas como OmpA e OmpB, enquanto a proteina OmpA nédo é encontrada
em espécies no Grupo do Tifo, sendo intimamente identificada como uma proteina essencial na
adesédo celular pdr. rickettd (LI; WALKER, 1998). As proteinas codificadas para Sca0
(OmpA), Scal, Sca2 e Sca5 (OmpB), desempenham importantes papéis na adeséo e invasao
destas bactérias (CHAN; RILEY; MARTINEZ, 2010), excetomhaconoriique se liga com
célula epiteliais e endoteliais de mamiferos sem a proteina Scal, apresentar este papel no

processo de invaséo (RILEY et al., 2010).
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A proteina Sca2 expressa &nconoriie é conservada entre muitas espécies do Grupo
da Febres Maculosas, participando na mediacdo de interacdes com células-alvo de mamifero
(CARDWELL; MARTINEZ, 2009). EmR. parkeridesempenha um papel como um mediador
da motilidade baseada em actina, podendo interagir com as proteinas do hospedeiro para
promover a sua sobrevivéncia (HAGLUND et al., 2010). A proteina Sca4 colocaliza com
proteina vinculina no local celular de aderéncia, ligas®le-ativando através de dois sitios
conservados em todas Réckettsiaspp. (PARK et al., 2011). Curiosamente, Ku70, uma
subunidade de DNA dependente nuclear proteina quinase localizada no citoplasma, bem como
na membrana plasmatica, serve como um receptor para OmpB, desempenhando um papel
importante na internalizagdo &e conorii(MARTINEZ et al., 2005). Evidéncias em apoio a
este achado sugerem que a ubiquitinacdo de Ku70 da célula hospedeira ocorre durante a
infeccdo pomRickettsiarecrutando ubiquitina ligase c-cbl para os locais de enfadAN et
al., 2009).

A polimerizacdo da actina das células hospedeiras ipassumportante papel na
internalizacdo de espéciesRliekettsia envolvendo os mecanismos de sinalizacdo de proteina
GTPase Cdc42, fosfoinositideo 3-quinase, c-Src e possivelmente outras proteinas tirosina
quinases para ativar o complexo Arp2/3 (MARTINEZ, 2004; RYDKINA; TURPIN; SAHNI,
2008), havendo a participacdo de proteina clatrina e endocitose dependente de caveolina-2
(CHAN et al.,, 2009). As espécies deRickettsia provavelmente utilizam proteinas
membranoliticas, hemolisina C e fosfolipase D, codificadas pelos genes tlyC e pldA,
respectivamente, para romper as membranas fagossémicas e obter acesso ao citosol do
hospedeiro (RADULOVIC et al., 1999; RENESTO et al., 2003; WHITWORTH et al., 2005).
Uma fosfolipase A2 também foi predita no envolvido da entrada de espé&tekelitsianas
células hospedeiras (SILVERMAN et al., 1992).

Para a espécR. parkeriforam identificadas 21 proteinas nucleares GTPases Rho Racl
e Rac2, além do fator promotor da nucleacdo do complexo WAVE e do complexo Arp2/3
(PETCHAMPAI et al., 2015). O complexo Arp2/3 atua durante a invas& garkeriem
células de mamiferos, enquanto o complexo WAVE e as proteinas GTPases da familia Rho
dependeram particularmente do tipo celular, no entanto, Racl e outra GTPase Cdc42 variam
entre os tipos celulas(REED; SERIO; WELCH, 2012) (Figura 31).
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Figura31 Modelo de vias hospedeiras ativadas durante a invas@klettsiae Orienthiaem células humanas
Na invasao da espédwackettsia parkerem células hospedeiras de humanos a proteina Rho GTPase coopera com
as proteinas Cdc42 e Racl na polimerizagdo de actina, desempenhando papéis paralelos.
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Fonte Reed et al. (2012).

Na Figura 31, verifica-se que a invasao celulafRxqrarkeriocorreria por meio de uma
cooperacao entre estas proteinas para promoverem a polimerizacdo de actina (REED; SERIO;
WELCH, 2012). Da mesma forma, na caracterizacdo funcional do complexo Amp2/3 d
carrapato da espédiermacento variabilisdentificou uma molécula relativamente conservada
que esta envolvida na invasaoRlemontanensi(PETCHAMPAI et al., 2014b). Os estudos
comparando os meios de invaséo de espéciRgchlettsiado Grupo das Febres Maculosas em
diferentes células demonstraram a possibilidade de mecanismos conservados que medeiam
fungdes relacionadas com GTPase Rho e do complexo Arp2/3 (PETCHAMPAI et al., 2015).
Segundo estes autores, a invasa®idkettsiaem células de artropodes pode ocorrer através
de uma via primaria levando a nucleacdo de actina, enquanto a invasao em células endoteliais
de mamiferos ocorre de forma redundante por caminhos que convergem para 0 recrutamento

de actina com a ativagdo do complexo Arp2/3.

A motilidade intracelular baseada em movimentos de actinaRiekettsiaspp. do
Grupo das Febres Maculosas ocorre por meio da formagao de uma cauda de actina polar, o que
ndo apenas facilita a sua movime&@dia mas também desempenha um papel fundamental no
seu estabelecimento, disseminacéao intercedydatogénese (HEINZEN, 2003). Por outro lado,
as especies drickettsiado Grupo do Tifo ndo apresentam esta motilidade baseada em actina,
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como é o caso da espéBieprowazekjiou apresentam os padrdes de motilidade exibidos pela
espécieR. typh (HEINZEN, 2003; JENG et al., 2004). Para esta espécie, a disseminacao de
célula para célula é significativamente reduzida, devido pesseomprimentos mais curtos

de cauda de actina, no entanto, com taxa de mowaggmmuito semelhante quando

comparada com a espé&erickettsiHEINZEN, 2003).

A proteina da sindrome de Wiskott-Aldrich (WASP) denominada RickA é um fator
promotor de nucleacéo capaz de ativar o complexo Arp2/3 e induzir polimerizacdo de actina
sendo o suficiente para direciomanotilidadein vitro (GOUIN et al., 2004; JENG et al., 2004).
Como esperado, a proteina RickA esta presente em esp&iekdtsiado Grupo das Febres
Maculosa, mas nao foi encontrado Raprowazeki(GOUIN et al., 2004). A excecao entre as
espécies deste grupo é a espBcigeacockique carece de motilidade baseada em actina, sendo
uma espécie ndo patogénica para humanos. A motilidade baseada em artitygpbjembora
erratico em relacdo aos movimentos lineares de espéRieldstsiaspp. do Grupo das Febres
Maculosas, na auséncia de RickA sugere a possibilidade de existirem mecanismos redundantes
de polimerizacdo de actina em espécieRidkettsiapatogénicas (BALRAJ et al., 2008). Esta
hipétese € ainda substanciada pela presenca e expressédo de RRIckedtsia raoultij uma
espécie recentemente isolada de carrapatos do gPeentacentor A espécieR. raoultii
codifica uma proteina de 565 aminoacidos altamente homodloga a RickA com outras espécies
de Rickettsia apresentando um defeito na motilidade baseada em actina durante a infeccéo in
vitro de células L929 (BALRAJ et al., 2008).

A espécieR. bellii, pertencente ao Grupo Ancestral, codifica uma proteina ortéloga de
RickA, formando caudas de actina para o movimentmlonizado do nucleo da célula
hospedeira. Ao entrar no ndcleo desprovido de um complexo Arp2/3, que é necessario para a
formacdo da cauda de actina, a bactéria aparentemente fica presa, resultando na abolicdo da
motilidade baseada em actina. Presumivelméhtéellii utiliza RickA para entrar no ndcleo
da célula do hospedeiro, aonde multiplica até que a membrana nuclear seja rompida,
liberando as bactérias (OGATA et al., 2006). A presenca de motilidade baseada emrctina pa
espécies dRickettsiarepresenta uma importante caracteristica do estilo de vida para o género
Rickettsia com a excecdo das espécies do Grupo do Tifo quelpesth proteina durante a
evolucéao redutiva dos seus genomas (WELCH; REED; HAGLUND, 2012).

Além da adeséo e invasao, os resultados obtidos sugeremegpaies dRickettsia

poderiam atuar na regulacédo de proteinas envolvidas com a formacéo de vesiculas endossomais
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durante a fagocite e exocitose, participando do trafego no transporte entre as organelas
intracelularesNo intestino do carrapato da espégieaureolatuminfectado poR. rickettsij
observou-se a ocorréncia da expressao de transcrito para a sequéncia da proteina da subunidade
sigma do complexo de revestimento de vesicula Ap3, sendo regulada de forma ,negativa
havendo a sequéncia da proteina Sex2& sequéncia para a proteina de clatrina, sendo
regulagisde forma positiva, no intestino.

No intestino do carrapato da espégéie sculptuminfectado pela mesma bactéria,
observousea ocorréncia da expressao de transcrito para a sequéncias das proteinas subunidades
betal, sigma, alfa e delta do complexo de revestimento de vesicula Ap3, subunidade menor do
complexo adaptador de clatrina e de componente de sequéncia do complexo de revestimento
de vesicula Ap2, fator de ribosilacdo que se liga a GTPase Ras/Arf sendo reguladas de forma
negativa. No intestino do carrapato da espéciscultpuminfectado porR. amblyommatjs
observou-se a ocorréncia da expressao de transcrito para a seqapratieia da subunidade
delta do complexo de revestimento de vesicula Ap3 sendo regulada de forma negativa.

Nos intestinos dos carrapatdsblyommaspp. infectados pdR. rickettsij observouse
a ocorréncia da coexpressao de transcritos para as sequéncias de proteinas da subunidades Beta-
1, sigma e delta do complexo de vesicula Ap3, uma sequéncia do complexo adaptador de
clatrina e uma sequéncia para o fator 3 de ribosilacdo de ADP que se liga a GTPas$e Ras/A
Sec23 e uma sequéncia de Ap2 sendo reguladas de forma positiva no cArrapetolatum
em comparacdo com as mesmas sequéncias de transcritos, reguladas de forma negativa no
carrapatoA. sculptum Com excegcaodo transcrito para a sequéncia do complexo de
revestimento de vesicula Ap2 sendo regulada de forma negativa no cafv.agatolatume

da sequéncia da proteina sec23 apresentandogagptssitiva no carrapatd. sculptum

Nos intestinos do carrapaté. sculptuminfectado porR. rickettsii versus R.
amblyommatispbservou-se a ocorréncia da coexpressao de transcritos para uma sequéncia da
subunidade delta do complexo de revestimento de vesicula Ap3 sendo regulada de forma

negativa.

Diversos estudos tém observado que a manutencdo e estabilidade do reticulo
endoplasmatico, do complexo de Golgi e da membrana celular sdo aspectos importantes para a
compreensao das rotas e vias intracelulares envolvidas na manutencéo do ciclo de vida de varios

patogenos no ambiente celular. As proteinas transportadoras e de revestimentos de vesiculas
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Apl, Ap2 e Ap3 atuam no brotamento de membranas no complexo de Golgi e nas membranas
do reticulo endoplasmético contando com a participacéo de clatrdepequenas proteinas
GTPases do tipo Ras (OSTERMANN et al., 1993). O complexo de revestimento de vesicula
Ap3 éhomologo de Apl e Ap2, sendo encontrado nas membranas do complexo de Golgi e dos
endossomos, necessitando de Sarl (HARA-KUGE et al., 1994) e do fator de ribosilagéo de
ADP que se liga a GTPase Ras/Arf (OSTERMANN et al., 1993). O complexo de revestimento
de vesicula Ap2 necessita de uma pequena GTPase Sarlp e de um fator de troca de guanina
(BARLOWE; SCHEKMAN, 1993; BONIFACINO; GLICK, 2004; BUDNIK; STEPHENS,

2009) e dos subcomplexos Sec23p.Sec24p e Secl3p.Sec31p (BARLOWE, 1994) (Figura 32)
Figura32 Esquema representativo dos compartimesteisis de secrecdo. Destaque (a), lisosomal, vacuolar e
endossomos, indicando o sistema de transportes de proteinas de revestimesiituths do tipo Apl (vermelho),

Ap2 (azul) e Clatrinas (amarelo). Destaque (b), subcomplexos Sec23p.Sec24ppeSee8lP. Destaque (c), o
complexo de revestimento de vesicula Ap2 necessita de uma pequena GTPase Sarlp.
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Fonte: Destaque (a), Bonifacio & Glick. (2004). Destaque (b), Barlowe et 84)(1Restaque (c), Budnik &
Stephens (2009).

Na Figura 32, verifica-se que a funcdo da exportacdo do reticulo endoplasmatico (ER)
por meio do complexo de revestimento de vesi&p2 e da endocitose da membrana
plasmética por meio de clatrina sdo plenamente conhecidas sendo menos bem compreendidas,
as funcdes exatas do complexo de revestimento de vesicula Apl durante a formacéao do reticulo
endoplasmatico incorporado ao complexo de Golgi e de clatrina durante a formacéo do trans-
Golgi (TGN), endossomos precoces e granulos imaturos de secrecdo (BONIFACINO; GLICK,
2004). Segundo estes autores,complexos de revestimento de clatrina séo heterogéneos,
contendo diferentes proteinas adaptadoras e acessorias em diferentes membranas. As clatrinas
sao restritas os locais pos-Golgi, incluindo a membrana plasm@tsceaaminhos entre a rede
trans-Golgi e os endossomos (GASPER; SOT; WITTINGHOFER, 2010). Segundo estes
autores, nos endossomos a complexidade das funcfes das proteinas GTPases Ras é aumentada
com o elevado numero de fatores relacionados a reguladores de troca de guanina e ativadores
de GTPase (GAPs) como Di-Ras1 e Di-Ras2, o que as torna iasdpaeagir com fatores de

troca de guanina da familia Ras Cdc25.

De certa forma, ambos os carrapatasblyommapp. e as espécies Riekettsia neste
estudo poderiam utilizar desta maquinaria para controlar o transporte intracelular. Além da
adesdo, invasao e a fagocitose induzida, 0s nossos resultados sugerem, que as espécies de
Rickettsiapoderiam atuar na regulacéo de proteinas envolvidas com a formacéo de vesiculas
endossomais durante os processos de fageo#t@xocitose, participando do trafego no
transporte entre as organelas intracelulares, além de interagir com outras proteinas GTPases

gue garantem a estabilidael@manutencdo do ambiente celular.

Para o carrapato da espégieaureolatunminfectado poR. rickettsii,ndo se observaa
ocorréncia da expressao de transcritos para sequéncia da proteina GTPase Rab no seu intestino
Para o carrapato da espédie sculptuminfectado pela mesma bactéria, obsersew
ocorréncia da expressao de transcrito para sequéncia da proteina RablA sendo regulada de
forma negativa no intestino. Para o carrapato da especicultpuminfectado porR.
amblyommatis observou-se a ocorréncia da expressao de transcritos para sequéncia das

proteinas GTPs Rab20, Rab32, sendo reguladas de forma negativa no intestino.

Entre os intestinos dos carrapafoablyommaspp. infectados pdr. rickettsii,ndo se

observou a ocorréncia da coexpressao de transcritos para sequéncias de proteinas GTPases Rab.
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Entre os intestinos do carrapato da espégiesculptuminfectados poR. rickettsiiversusR.
amblyommatispbservou-se a ocorréncia da coexpressao de transcritos para sequéncias de

proteinas GTPase Rab-1A, sendo reguladas de forma negativa.

As principais funcdes atribuidas das GTPases Rab sao regular as vias exociticas e
endociticas das proteinas para modular o transpootérdico de proteinas intracelulares
(LARA, 2005; OLKKONEN; SLENMARK, 1997; SOJKA et al., 2013), atuando no sistema
endossomico de artrépodes (FISCHER; EUN; DOOLAN, 2006), aonde podem ser manipuladas
por bactérias para a sobrevivéncia de patogenos (BRUMELL; SCIDMORE, 2007). As bactérias
Rickettsides possuem diferencas para o estabelecimento e a sua manutencao no interior de
vesiculas celulasdos carrapatos (MAGUNDA et al., 2016). Segundo estesemutobactéria
da espécieAnaplasma marginal ativa proteinas GTPase Rab responsaveis pela formacéao
inicial dos vacuolos endossomais, reciclagem do endossomo e o retardo do amadurecimento do
endossomo, o que contribui para o pH préximo de neutro dentro destas vesiculas no interior das
células do carrapato da espéddermacentor andersoifFigura 33.

Figura33 Modelo que resume a interacéo do patogenmarginale(AmV) (vacuolo) em células de carrapato da
espécieD. andersonisobe condi¢fes de pH neutro com GTPases Rab nas vias endocitaria e secretora. A insergdo
na parte inferior direita mostra a maturagéo do patégeno em um fagotigosailtiorganelo com LAMP1, Rab7

e catepsina L. cG, cis-Golgi; mG, medial-Golgi; tG, trans-Golgi; proteina V-ATPase8KER proteina Golk
58K; SG, granulo de secrecao.

Phagolysosome with AmV

Fonte: Magunda et 82016).
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Na Figura 33, verifica-se que a proteina Rab5 presente no endossomo precoce (EE), é
responsavel pela reciclagem das vesiculas endossomais contendo as proteinas Rab4 e Rabl1,
qgque compdem os endossomos de reciclagem rapida (RRE) e lenta (SRE), no centro de
reciclagem endossomal (ECR), respectivamente, enquanto a proteina Rab7, é presente no
endossomo tardio (LE) corpo multivesicular (MVB), no reticulo endoplasmatico rugoso (RER)

e marcadores de reticulo endoplasmatico de calnexinae calreticulina e a proteina 58K no
complexo de Golgi (MAGUNDA et al., 2016). O recrutamento de Rabl, Rab4A e Rabl11A
depende do fator de troca de guanina, enquanto a ativacdo de Rabl0 é independente do
recrutamento de clatrina (HUANG et al., 2010).

O patégen®naplasma phagocytophiluregularia o trafego de membrana, atuando na
reciclagem de endossomos por meio da regulacdo de uma proteina GTPase Rab10, o que facilita
a sobrevivéncia intracelular independente de clatrina (MAGUNDA et al., 2016). Segundo estes
autores, na auséncia desta bactéria, este nicho vacuolar é levado ao amadurecimento para se
tornar um fagolisossom o ativo e proteico impossibilitando a permanéncia da pat#geno.
bactéria Ehrlichia chaffeensis que infecta mondécitos e macréfagos, também evita o
encaminhamento dos endossomos das células hospedeiras sequestrando um regulador de
trafego de endossomo, e uma pequena GTPadeligada a membrana, ao transipo fator
de translocacéo 2 (Etf-2) (YAN et al., 2018). Segundo estes autores, o Etf-2 é um efetor predito
do sistema de secrecao do tipo IV Herlichia, sendo secretado no citoplasma da célula
hospedeira, sugerindo um mecanismo unico pelo qual a proteina GTadasé Rgulada e

mantida durante as inclusGes desta bactéria beneficiando sua sobrevivéncia e replicagédo.

O impedimento do trafico de vesiculas para a formacdo dos fagolisossomos é uma
estratégia de sobrevivéncia fundamental da maioria dos patégenos intracelulares que se
replicam dentro de células de hospede@ucariotos (MAGUNDA et al., 2016). Da mesma
forma que a bactéria intracelular obrigatdiachaffeensigvita o encaminhamento para os
fagolisossomas das células hospedeiras, escapando dos endossomos, fagossomos e dos
vacuolos para o citosol (YAN et al., 2018), estes fenbmenos tem sido descritos para outras
bactérias especialmente as pertencentes aos gédaiestia (RIKIHISA; ITO, 1979) e
Rickettsia WHITWORTH et al., 2005).

De certa forma, ambos os carrapatashlyommaspp. e as espécies Riekettsia neste
estudo poderiam utilizar desta maquinaria para controlar o transporte intracelular durante o

trafego de vesiculas, escapar dos endossomos, garantir a estalgligadanutencdo do
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ambiente celular para a sobrevivéncia e replicagdo dentro das células dos hospesleiros. O
resultados obtidos sugerem a ocorréncia de expressao de transcritos para a sequéncia da

proteina GTPase dinamina que atua em um processo de endocitose independente de clatrina.

No intestino do carrapato da espéti@ureolatumnfectado poR. rickettsii,observou-
se a ocorréncia da expressao de transcritos para a sequéncia da proteina GTPase dinamina sendo
regulada de forma negativa. No intestino do carrapato da egpéciglptumnfectado por esta
mesma bactéria, obsenwrsea ocorréncia da expressao de transcritos para duas sequéncias da
proteina GTPase dinamina sendo uma regulada de forma nexatitdra de forma positiva
No intestino do carrapato da espé&iescultpuninfectado poR. amblyommatjobservou-se
a ocorréncia da expressao de transcritos para a sequéncia da proteina GTPase dinamina sendo

regulada de forma negativa.

Nos intestinos dos carrapatdmblyommaspp. infectados pdRr. rickettsii,observou -
se a ocorréncia da coexpressao de transcritos para sequéncias de proteinas GTPases dinamina,
sendo regulada de forma positiva no carrapato da espésculptume de forma negativa no
carrapato da espécie aureolatum havendo a presenca de transcritos para a proteina do
adaptador do complexo de clatrina sendo regulada de forma positiva no carapatmlatum
e de forma negativa no carrapato sculptum Nos intestinos do carrapato da espékie
sculptuminfectados poR. rickettsiiversuskR. amblyommatig)ao se observou a ocorréncia da

coexpressao de transcritos para sequéncias de proteinas GTPase dinamina.

A dinamina é uma proteina GTPase relacionada com a cisdo da membrana progenitora
das vesiculas nascentes, participando de varios tipos de endocitose durante a internalizacdo de
varios virus pertencentes ao género Flavivirus (PERRY; WOBUS, 2010; RAHN et al., 2011).
Segundo estes autores, a maioria destes virus dapéodoH acido intracelular e da ativacéo
de dinamina independente de clatrina @asaa internalizacdo em células de mamiferas. N
entanto, este processo requer uma proteina denominada caveola dependente do recrutamento
de dinamina em condic¢des de pH acido (ZHU et al., 2012). As vias endociticas utili@adas p
diferentes Flavirus transmitidos por mosquitos e carrapatos diferem ligeiramente umas das
outras (MAYOR; PAGANO, 2007), podendo ser mediadas por clatrina, caveola dependente de
dinamina e endocitose independente de caveola (SCHELHAAS, 2010). Além destes virus, 0s
Myxovirus possuem um dominio caracteristico que regulada as proteinas relacionadas a

dinamina. As proteinabx s&o evolutivamente GTPases muito semelhantes as dinaminas,
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sendo o dominio GTP a parte mais conservada destas proteinas (PITOSSI et al., 1993;
VERHELST; HULPIAU; SAELENS, 2013).

De certa forma, ambos os carrapatashlyommaspp. e as espécies Riekettsia neste
estudo poderiam utilizar desta maquinaria para controlar os processos de fagecitose
endossitose independente de clatrina, utilizando a GTPase dinamina que proporciona outras
vias para o recrutamento de actina sendo predito para atuarem na invaséo de espécies diferentes

de Flavirus que infectam em especial os carrapatos.

Ankirina e proteinas fosfatases putativas relacionadas com o recrutamento de actina

No intestino do carrapat®. aureolatumnfectado poR. rickettsij observouseaocorréncia da
expressao de transcritos paraausequéncia de proteina contendo As&ndo regulada de

forma positiva, para a sequéncia da actina acetiltransferase subunidade A (NAT1) e para uma
sequéncia da cadeia leve da proteina miosina, presente no médulo de fosforilagdo, sendo
reguladas de forma negativa. No intestino do carrapasculptumnfectado por esta mesma
bactéria, observou-seexpressao de transcrito para uma sequéncia da proteina contendo Ank,
sendo regulada de forma negativa, para uma sequéncia da cadeia pesada de miosina sendo
regulada de forma positiva, e uma sequéncia da cadeia leve de miosina sendo regulada de forma
negativa, presente no modulo de fosforilacdo. No intestino do carfapstaltpumnfectado

porR. amblyommatjsédo se observou a ocorréncia da expresstartkeritos para a sequéncia

de proteina Ank, havendo transcritos para uma sequéncia da proteina da cadeia pesada de
miosina e para uma sequéncia da cadeia leve de miosina, sendo reguladas de forma negativa,

presente no médulo de fosforilagdo no intestino

Nos intestinos dos carrapat@mblyommaspp. infectados pdR. rickettsii,observou-se
a ocorréncia da coexpressao de transcritos para uma sequéncia de proteina contendo Ank sendo
regulada de forma positiva no carrapato da esp&ci&ureolatume de forma negativa no
carrapato da espédie sculptumhavendo uma sequéncia de proteina da actina acetiltransferase
subunidade A (NAT1) sendo regulada de forma negativa no carrpstalptume de forma
positiva no carrapaté. aureolatum Ainda, nos intestinosas carrapatosAmblyommaspp.
infectados poR. rickettsij observou-se a ocorréncia da coexpressao de transcritos para duas

sequéncias proteina da cadeia leve de miosina sendo uma regulada de forma positiva em ambo
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0S carrapatos, enquanto a outra foi regulada de forma positiva no cafrapateolatume de
forma negativa no carrapato sculptum

Nos intestinos do carrapato da espécisculptuninfectados pelas espécRsrickettsii
versusR. amblyommatjsobservou-sea ocorréncia da coexpressdo de transcritos para a
sequéncia da proteina da miosina sendo uma regulada de forma positiva e a outra de forma
negativa, respectivamente, havendo a coexpresséao de transcritos para duas sequéncias da cadeia
leve de miosina sendo reguladas de forma negativa em ambos 0s 0rgaos na presenca destas

Rickettsiaspp..

No I. scapularisa expresséo e regulagdo dos componentes do citoesqueleto variam em
resposta a infeccdo pér phagocytophilunem um determinado 6rgéo, no entanto codificam
0s principais componentes sugerindo a existéncia de uma evolucao do citoesqueleto conservado
em carrapatos (CABEZAS-CRUZ et al., 2017a). Segundo estes autores, a regulacdo do RNAmM
de actina e os niveis da proteina foram significativamente reduzidos tantos nas glandulas
salivares, quanto no intestino. No entanto, a expressao de transcritos para as sequéncias de

proteinas laminas e tropomiosinas demonstraram niveis aumentados em resposta a infeccao.

Para compensar a diminuicdo dos niveis de infecc&o pleagocytophilunem células
embriondrias de carrapato da espécseapularisISE6, este patdgeno possui a capacidade de
remodedr o arcabouco do citoesqueleto ap6s o silenciamento de genes da tropomiosina,
aumentando o0s niveis dessas proteinas relacionadas a actina no intestino do carrapato
(CABEZAS-CRUZ et al.,, 2017a; SULTANA et al., 201QYo entanto, a a-tubulina é
diferencialmente expressa no carrapato da esf@éciariabilis em resposta a infeccéo por
Rickettsia montanerssisendo regulada de forma negativa no intestino e de forma positiva nas
glandulas salivares (MACALUSO et al., 2003). Diversos microrganismos, inclRickettsia
entre outros, usam a polimerizacdo de actina gamaoverem e colonizarem as células dos
hospedeiros recrutando as proteinas do citoesqueleto para a montagem de uma cauda de actin

(GOUIN et al., 2004).

Estes patdogenos manipulam o citoesqueleto de actina por meio de efetores ou fatores de
viruléncia injetados nas células que visam vias de sinalizag&o intracelular cruciais (BHAVSAR;
GUTTMAN; FINLAY, 2007; MUNTER; WAY; FRISCHKNECHT, 2006). A bactéria
Yersiniapossui em seu genoma a proteina efetora YpkA com funcéo de fosforilacdo de actinas
globulares que ocasionam estresse e a desmontagem das fibras (NAVARRO et al., 2007). O
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virus Vaccinia utiliza de filamentos de actina para sua motilidade, bassstadém nas vias

de sinalizacdo de tirosina quinase, controlaredalindmica de nucleacdo de actina
(FRISCHKNECHT et al.,, 1999). Em células de mamiferos, a proteina de superficie de
RickettsiaRickA ativa o Complexo Arp2/3 para induzir a polimerizacdo e a formacéo de
filopodia de actina (MARTINEZ, 2004). A proteina AnkA presente no genoma do patdgenos
A. phagocytophilung fosforilada pela tirosina quinase Ablalqual facilita sua infeccdo em
células humanas (LIN et al., 2007). Em granul6citos humanos, & #ekga ao DNA nuclea
(PARK et al., 2004) e em neutrofilaaduzindo a fosforilagdo de tirosina, ajudando na
sobrevivéncia intracelular deste patogeno (THOMAS; FIKRIG, 2007).

Ankirina, proteinas putativas ribossomais, histonas relacionadas no controle da expressao

génica e processos epigenéticos

No intestino do carrapat. aureolatumnfectado poR. rickettsii,observou-se a ocorréncia da
expressdo de transcritos para duas sequéncias de proteinas contendo dominio Set (SMYD)
presentes nos modulo de transporte e secrecdo, além da sequéncia da proteina da histona
demetilase especifica de lisina presente no modulo de oxidacdo, respectivamente, e as
sequéncias de proteinas de arginina N-metiltransferase PRMT1 e O-metiltransferase presentes
no modulo de metilagdo, sendo reguladas de forma positiva, havendo transcritos para as
sequéncias das proteinas ribossomais L2, L11, L15, L26, S2 40S sendo reguladas de forma
positiva, e transcrito para duas sequéncias de outras proteinas ribossomais sendo reguladas de
forma negativa. No intestino do carrap#to sculptuminfectado por esta mesma bactéria,
observou-se a ocorréncia da expressdo de transcritos para a sequéncia de proteina histona
demetilase especifica de lisina sendo regulada de forma negativa, havendo transcritos para as
sequéncias das proteinas ribossomais L2, L4 60S e S12 30S sendo reguladas de forma negativa.
No intestino do carrapatd. sculptuminfectado porR. amblyommatjsndo se observou a
ocorréncia da expressdo de transcritos para a sequéncia destas proteinas contendo dominio
SMYD Set e MYND, histona demetilase e as sequéncias de proteinas de arginina N-
metiltransferase PRMT1 e O-metiltransferase, havendo transcritos para as sequéncias das

proteinas ribossomais L2, L11, L15, L17 e S12 30S sendo reguladas de forma negativa.

Nos intestinos dos carrapatsiblyommaspp. infectados pdr. rickettsii,observou-se

a ocorréncia da coexpresséao de transcritos para uma sequéncia de proteina contendo dominio
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SMYD Set e MYND presente no modulo de secre¢do sendo regulada de forma positiva, em
ambos os carrapatos, havendo transcritos para esta sequéncia de proteina presente no modulo
de transporte sendo regulada de forma negativa no carrapstolptume de forma positiva

no carrapat@. aureolatumNos intestinos dos carrapatsblyommaspp. infectados pdR.

rickettsii, observousetambém a ocorréncia da coexpressao de transcritos para a sequéncias das
proteinas ribossomais L17 sendo regulada de forma negativa em ambos os catrapatos,
regulada de forma negativa no carrapatosculptume de forma positiva no carrapato
areolatum,havendo transcritos para duas sequéncias de proteinas ribossomais processadoras

sendo reguladas de forma negativa em ambos os carrapatos.

Ainda nos intestinos, observou-se a ocorréncia da coexpressdo de transcritos para as
sequéncias das proteinas fatores de iniciacdo translacionais IF1A sendo regulados de forma
positiva em ambos os carrapatos, IF2 regulado de forma positiva no cafrapateolatune
de forma negativa no carrapato sculptum,havendo transcritos presentes no modulo de
secrec¢do para duas sequéncias da proteina IF3 de ribosilasdo do ADP e IF3T/GF-Beta, sendo a
primeira possuindo os transcritos regulados de forma negativa no cakagatdptune de
forma positiva no carrapatd. areolatumenquanto a segunda foi regulada de forma oposta
para as espécies danblyommaAlém disto, observou-se a ocorréncia da coexpressao de
transcritos para a sequéncias das proteinas do fator de iniciacdo IF2 e IF3 de ribosilacdo do
ADP sendo reguladas de forma positiva no carrapataureolatume de forma negativa no
carrapatoA. sculptum.Nos intestinos do carrapato da espé&tiesculptuminfectados pelas
espécieR. rickettsiiversusR. amblyommatjsobservou-se a ocorréncia da coexpressao de
transcritos para a sequéncia das proteinas ribossomais L17 e S12 30S presentes no modulo de

secrecdo sendo reguladas de forma negativa na presenca de ambas as bactérias.

O genoma do carrapatoscapularisfoi bem caracterizado, constituindeportanto um
bom modelo para o estudo das interacées patdgeno-carrapato (AYLLON et al., 2015; GULIA-
NUSS et al., 2016), em especial o papel das histonas e enzimas modificadoras de histonas
(HMEs) durante a infeccao pér phagocytophilundel. scapularis (CABEZAS-CRUZ et al.,
2016). A proteina anquirina AnkA d& phagocytophilunsecretada através do T4SS é um
efetor que se liga a cromatina (LIN et al., 2007; RIKIHISA; LIN; NIU, 2010), recrutando
histona desacetilase 1 HDAC (GARCIA-GARCIA et al., 2009) para modificar a expresséo
génica do hospedeiro (DING; ATMAKURI; CHRISTIE, 2003), exercendo um controle
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epigenético do hospedeiro e na metilagédo global do DNA (RENNOLL-BANKERT et al., 2015;
SINCLAIR; YEGNASUBRAMANIAN; DUMLER, 2015).

As proteinas contendo o dominio SET e MYND (SMYD) sdo uma classe especial de
proteina lisina metiltransferases envolvidas na metilacdo de histonas H3H4 principalmente em
residuos especificos de lisina ou arginina (WOOD; SHILATIFARD, 2004). Dentro das familias
de histonas metilase§,observada no genoma tloscapulais a ocorréncia de sete familias
classificadas de acordo com seu dominio, incluindo SUV39, EZH, SET1, SET2, PRDM e
SMYD (CABEZAS-CRUZ et al.,, 2016). A desacetilacdo ou metilacdo de histona é
frequentemente observada em regi6es promotoras de genes de defesa em células do hospedeiro
infectadas poA. phagocytophilun{GARCIA-GARCIA et al., 2009), sugerindo um efeito
amplo na transcricdo de funcdes celulares (RENNOLL-BANKERT et al., 2015; SINCLAIR;
RENNOLL-BANKERT; DUMLER, 2014). No carrapato da espétiescapularis foram
identificados distintos membros do dominio Set, possuindo propriedades de sequéncia de
aminoacidos especificas de queliceratos formando um cluster separado das sequéncias de
mamifero e inseto (RENNOLL-BANKERT et al.,, 2015). Segundo estes autores, outros
dominios, no entantdpram semelhantes a estrutura do encontrado em hgimeoma 0s

dominios Anquirina, Pre-SET e SET.

A expressao génica pode ser regulada por trés mecanismos epigenéticos relacionados
com a metilacdo do DNA, modificacdo de histonas e atividades de pequenos RNAs néo
codificantes (GOMEZ-DIAZ et al., 2012). Segundo estes autores, a metilacdo do DNA poderia
silenciar a expressdo génica e remodelar a heterocromatina. Enquanto as modificac6es poés-
traducionais em histonas, que incluem os principais componentes da cromatina, estariam
relacionadas com a metilacéo, fosforilacdo, acetilacédo, ubiquitinacdo e sumoilacdo (ZHANG,
2001), podendo regular a transcricdo, replicacdo, reparo do DNA e apoptose (NOWAK;
CORCES, 2004).

O genoma do carrapato scapulariscontém potencial para a expressao de diversas
histonas, classificadas divididas em histona metilase, histona desmetilase, histona acetilase e
histona desacetilase (CABEZAS-CRUZ et al., 2016). A acetilacdo destas proteinas ragularia
estrutura da cromatina e a ligacao de repressores e ativadores da transcricdo géata,aenqu
metilacdo regularia a organizacdo da cromatina, dependendo de residuos de lisina para a
ativacdo ou repressao da expressdo génica (MOZZETTA et al., 20a6yacao de vias de

sinalizacdo de carrapatos pdr phagocytophilunenvolve o receptor acoplado a proteina G
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(GPCR) que estimular@proteina quinase ativada por Ixodes p21 (IPAK1) através da ativacao
de PI3K, resultando em sinalizacdo mediada por actina (SULTANA et al., 2010). A ativacao
de IPAK1 fosforila a actina e acumulacéo desta proteina do citoesqueleto no nucleo medeia a
ligacdo da RNA polimerase Il (RNAPII) e proteina de ligacdo TATA box (TBP) a regido do
promotor para o gene salpl6, induzindo sua expressédo (CABEZAS-CRUZ et al., 2019) (Figura
34).

Figura 34 Mecanismos moleculares potencialmente implicados na modulacdo do metalidistaaapatos
infectados poA. phagocytophilumDestaque para a reprogramacéo transcricional e na modulag&o do proteoma.
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Fonte: Cabezas-Cruz et al. (2019).

Na Figura 34, verifica-se a capacidadeAdephagocytophilunem regular de forma
negativa a expressao génica em neutréfilos de mamiferos esta associada ao recrutamento da
histona desacetilase 1 (HDAC1) hospedeira (CABEZAS-CRUZ et al.,, 2019) para os
promotores de genes alvo pela proteina nucleomodulina contendo repeticbes de anquirina
AnkA (RENNOLL-BANKERT et al., 2015). Esta proteina secretada através do sistema de
secrecao do tipo IV T4SS, entra no ndcleo do granuldcito, se ligdaretihos de DNA rico em
AT e recrutando a histona HDAC1 do hospedeiro para seus locais de ligacdo (CABEZAS-
CRUZ et al., 2019). A infeccdo pode também iida ligagdo de HDACL1 e desacetilagdo da
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histona H3, resultando na regulagdo negativa de muitos genes de defesa do hospedeiro,
incluindo CYBB, que codifica componente NOX2 da NADPH oxidase (RENNOLL-
BANKERT et al.,, 2015). Segundo estes autores, a regulacdo negativa do CYBB reduz a
producao de anion superoxido pela NADPH oxidase, o qual € essencial para a sobrevivéncia de
A. phagocytophilumem neutréfilos.Homologos de HDAC1 e H3 de mamiferos foram
identificados no genoma da espécie de carrdpatapularis)gCABEZAS-CRUZ et al., 2016).

A correlacédo negativa entre o aumento dos niveis de expressdo de HDACL1 ocasiona a
regulacdo da expressdo do RNAm de proteina FBP, sugerindo que as histonas podem ser
recrutadas por nucleomodulinas fagocitopénicas para atuar como reggdasexpressao de
genes ligados a glicose em glandulas salivares de carrapato (CABEZAS-CRUZ et al., 2017b)
Segundo estes autores, a ativacao da via fosfoinositido-3-quinase (PI3K), também foi sugerida
para induzir a expressao de genes glicoliticos hif-1a, hif-1b e acetiltransferase p300 na infec¢éo
por A. phagocytophilumA diminuigdo nos niveis de proteina FBP pode contribuir para a
inibicdo da gliconeogénese gAe phagocytophilunmduz em células de carrapato infectadas
(VILLAR et al., 2015). Como consequéncia, o patogAnphagocytophilunaltera os niveis
de enzimas do metabolismo de aminoacidos (CABEZAS-CRUZ et al., 2017c), que, por sua
vez, afetam os niveis intracelidarde varios aminoécidos e intermediarios metabdlicos
(CABEZAS-CRUZ et al., 2019; TAANK et al., 2017; VILLAR et al., 2015).

Dominios PDZ, proteinas putativas relacionadas com a polaridade celular

No intestino do carrapat. aureolatumnfectado poR. rickettsii,observou-se a ocorréncia da
expressado de transcritos para a sequéncia de proteina contendo dominio PDZ e da sequéncia de
proteina do disco largo (ionotrépico glutamato) sendo reguladas de forma positiva, presentes
no médulo de secrecdo, havendo transcritos para a sequéncia da proteina Lin-12 sendo regulada
de forma negativa presentes no médulo de fosforilacdo. No intestino do cafrapattptum

infectado por esta mesma bactéria, observou-se a ocorréncia da expressao de transcritos para
uma sequéncia de proteina de dominio PDZ/DHR/GLGF, uma sequéncia da proteina sintenin
PDZ, e uma sequéncia de proteina de receptor de ionotrépico glutamato sendo reguladas de
forma negativa, havendo transcritos para uma sequéncia da proteina atrophin 1 aip 1
(guanilato), calmodulina e do P53 sendo reguladas de forma positiva presentes no modulo de
fosforilacdo. No intestino do carrapafosculptumnfectado poR. amblyommatjobservou-
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se a ocorréncia da expressao de transcritos para uma sequéncia da proteina calmodulina sendo
regulada de forma negativa, havendo transcritos pa@guéncia da proteina de receptor
ionotropico de glutamato e de uma proteina associada a apoptose sendo reguladas de forma

positiva presentes no modulo de fosforilacéo.

No intestinos dos carrapatdsnblyommaspp. infectados pdR. rickettsij observou-se
a ocorréncia da coexpressao de transcritos para uma sequéncia da proteina sintenin sendo
regulada de forma negativa no carrapatcculptume de forma positiva para a espésie
aureolatumhavendo transcritos para a sequéncia da proteina Atrophin aip 1 sendo regulada de
forma positiva no carrapath. sculptume de forma negativa para a espésieaureolatum
presentes no modulo de secrecdo. Ainda nos intestinos dos carrapdiy®mmaspp.,
observou-se a ocorréncia da coexpressao de transcritos oaeguEncias das proteinas
calmodulina e do fator de apoptose sendo reguladas de forma positiva para ambos 0s carrapatos,
havendo transcritos para uma sequéncia da proteina Lin-12 sendo regulada de forma negativa
para ambos os carrapatos presentes no modulo de fosforilagdo. Nos intestinos do carrapato da
espécieA. sculptuminfectados por espécies dRickettsia observou-se a ocorréncia da
coexpressao de transcritos para a sequéncia da proteina do receptor de ionotrépico glutamato
presente no modulo de fosforilagdo sendo regulado de forma negativa na pres@ica de
rickettsii e de forma positiva na presencaRlemblyommatis

As proteinas de dominios PDZ sdo modulos de interacdo de proteinas envolvido na
manutencdo da polaridade celular e na regulacdo da dinamica sinaptica (HUNG; SHENG, 2002;
ROCHE et al., 2002). No carrapato, o virus da encefalite regula dentro do ndcleo da célula
hospedeira a maquinaria de importacéo nuclear (MELIK et al., 2012). A replicag&o de flavivirus
pode ocorrer por meio da ativacdo de uma proteina NS5 com ambas, as atividades de RNA
metiltransferase e RNA-polimerase dependente deA REROOKS et al.,, 2002).0
silenciamento do gene responsavel pela expressédo desta proteina ocasiona modificacdes nas
interacdes com as proteinas do hospedeiro dependentes de dominios PDZ, o que irdluencia n
replicacdo deste patdégeno transmitidos por carrapato (MELIK et al., 2012).

As proteinas virais de dominio PDZ iragem com outras proteinas quinase
dependentes de célcio como a calmodulina, a proteina receptora de glutamato e interleucina
(MELIK et al., 2012). Nos insetos, o canal de cloktontrolado por glutamato (Glu-Cl) que
¢ um membro da superfamilia “Cys-loop” de canais i6nicos dependentes de ligantes, podendo

ser inibido por Fipronil, um potente inseticida bloqueador dos canais de cloro controlados por
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GABA ou pelo receptor de GABA (COLE; NICHOLSON; CASIDA, 1993; DONG et al.,
2013). No camardo a proteirgm-syntenin contendo dominios PDZ estd ligada a um
mecanismo que o protege contra infeccdes virais, indiretamente envolvida com uma via de
sinalizacdo que incluindo estes parceiros de ligacdo (GEIJSEN, 2001; GROOTJANS et al.,
1997). Segundo estes autores, a proteina ligante de Pm-sintenina no hemécito de camardes
infectados pelo virus WSSV foi identificada como um adaptador de proteina interagindo com

varias moléculas em uma via de transducao de sinal ligadas a proteinas de dominio PDZ.

A sintenina poderia regular a apoptose dependente de p53, sinalizandnpate ou
sobrevivéncia celular (LI et al., 2004). As proteinas1, Lin-2 e Lin-10 contém dominios
PDZ, os quais sdo conhecidos por mediar protedniateracdes de proteina com caudas C-
terminais (SIMSKE et al.,, 1996). A proteindni2 contém um dominio de ligacdo a
calmodulina, um dominio PDZ, um dominio SH3 e um dominio guanilato quinase (HOSKINS
et al., 1996). A proteinaih-2 esta relacionado a uma familia de proteinas chamadas
kitransmembrana de guanilato associada com proteinas membranases (MAGUKS), incluindo
proteinas do disco largos (DIgA) (KIM, 1997).

Tpr, proteinas putativas, FKBP prolil cis trans isomerase, (PPIASE) e chaperonas

moleculares relacionadas a fatores ambientais, estresse e uma gama de processos.

No intestino do carrapat. aureolatuninfectado poR. rickettsii,observou-se a ocorréncia de
expressao de transcritos para a sequéncia da proteina contendo Tpr sendo regulada de forma
positiva, havendo transcritos para as sequéncias de proteinas de choque térmico Hsp40 sendo
regulada de forma negativa. No intestino do carrapasculptuminfectado por esta mesma
bactéria observousea ocorréncia de expressao de transcritos para uma sequéncia da proteina
contendo Tpr, havendo transcritos para uma sequéncia da proteina de choque térmico Hsp70
sendo reguladas de forma negativa. No intestino do carrApacoulptuminfectado porR.
amblyommatisobservou-se a ocorréncia da expressao de transcritos para duas sequéncias da
proteina contendo Tpr sendo uma regulada de forma negativa e a outra de forma positiva,
havendo transcritos para uma sequéncia da proteina de choque térmico Hsp70 sendo regulada

de forma positiva.

Nos intestinos das espécies de carrapamollyommaspp. infectados pdr. rickettsii,

nao se observou a ocorréncia da coexpressdo de transcritos para sequéncias da proteina
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contendo Hsp, havendo transcritos para uma sequéncia da proteina contendo Tpr sendo
regulada de forma positiva em ambos acaros. Nos intestinos do carrapato daespealpaim
infectados por espécies Bickettsia observou-se a ocorréncia da coexpressao de transcritos
para uma sequéncia da proteina contendo Tpr sendo regulada de forma negativa na garesenca d
espécieR. amblyommatise de forma positiva na presenca da espcigckettsij havendo
transcritos para uma sequéncia da proteina de choque térmico Hsp9@espridda de forma

positiva na presenca de ambas espéciédakettsiaestudadas.

As proteinas chaperonas de choque térmico Hsp90 e Hsp70 possuem a funcédo de
diferenciar sequéncias de proteinas dobradas de forma correta, daquelas que necessitam ser
reparadas ou degradadas com padrbes de ubiquitinacdo, 0 que envolveria a autofagia,
sinalizando para a entrada na via de degradacao lisossomal (CHEN; MALLAMPALLI, 2009)

No entanto, estas proteinas também fornecem protecédo contra a colonizacdo bacteriana, bem
como a inflamacao (POCKLEY, 2003). As proteinas chaperonas Hsp90 e Hsp70 d# classe

do sistema de secrecao do tipo Il E sao proteinas que contem motivos Tpr relacionadas

a patogénese bacteriana (BUTTNER et al., 2008; PALLEN; FRANCIS; FATTERER, 2003).
Estas proteinas estdo diretamente envolvidas com a translamafs#tores de viruléncia e
ades&o a células hospedeiras, atuando no bloqueio da maturacéo fagolisossémica (BRAMS et
al., 2006; CHAKRABORTY et al., 2008; EDQVIST et al., 2006).

Diversos estudos tém relatado que sua atuacdo contribui na patogénvessinlg
PseudomonasShigella Mycobacterium Porphyromonase Francisella (CERVENY et al.,
2013). Em vérias espécies de carrapatos Ixodideos e Argasideos as proteinas de choque térmico
Hsp séo conservadas (FRANCISCHETTI et al., 2005; LEWIS et al., 2015). Apesar do patdégeno
Borrelia burgdorferipossuir uma proteina que interage com proteinas de células de mamiferos
contendo motivos Tpra interacdo € independente da regido do motivo, sendo no entanto,
relacionada com aspectos da invasao desta espiroqueta (GROSHONG et alsegddh)
estes autores, para esta bactériaregido da chaperona que compreende o motivo Tpr influencia
nasua estabilidade proteica e infecciosidade, envolvendo diretamente uma interacéo proteina-

proteina.

No intestino do carrapatd. aureolatuminfectado porR. rickettsii, observou-se a
ocorréncia da expressao de transcrito para a sequéncia da proteina FKBP peptidil-prolil-cis
trans isomerase sendo regulada de forma positiva. No intestino do camapolptum

infectado por esta mesma bactéria, observou-se a ocorrénei@reéssao de transcrito para
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esta proteina sendo regulada de forma negativa. No intestino do cafv.agatihpuninfectado
porR. amblyommatjobservou-se a ocorréncia da expressao de transcrito para duas sequéncias
desta proteina sendo uma regulada de forma negativa presente no modulo de secrecéo e a outra

sendo regulada de forma positiva presente no modulo de transporte.

Nos intestinos dos carrapa#siblyommapp. infectados pdr. rickettsii,observou-se
a ocorréncia da coexpressao de transcrito para uma sequéncia da proteina FKBP sendo regulada
de forma positiva em ambos os acaros e presente no moédulo de fosforilagdo. Nos intestinos do
carrapatoA. sculptuminfectos por espécies dRickettsia observou-se a ocorréncia d
coexpressao de transcritos para duas sequéncias desta proteina, havendo uma sendo regulada
de forma negativa e a outra de forma positiva na presenca de asritectérias das espécies

R. rickettsiie R. amblyommatis

A peptidyl-prolyl cis-trans isomerase com atividade (PPlase) poderia catalisar a
isomerizacao de ligacfes cis-trans peptidicas que precedem os residuos de prolina, envolvendo
uma ampla gama de processos, como divisdo celular, regulacdo transcricional, trafego de
proteinas e RNAsplicing (FERNANDES; FERREIRA; BOTELHO, 2018). Nas glandulas
salivares do carrapato da espédcigcapularis,estudos verificaram a ocorréncia da expressao
de enzimas com caracteristicas imunogénicas como a ciclofilina A conhecida como isomerase
FKBP peptidil-prolil cis-trans (FISCHER; SCHMID, 1990). FKBP pode ser imunossuprimida
por ciclosporina A reduzindo a ativacdo de células T de defesa (LIU et al., 1991), podendo
regular a concentracédo de Ca2 + em plaquetas ativadas (ELVERS et al., 2012). Varias espécies
de patdégenos, incluindbheileria parva e Theileria annulatainfectancausam alteracbes em
leucocitos ocasionando um comportamento comum atribuido a varios tipos de células
cancerigenas como o processo de imortalizacao, hiperproliferacdo e disseminacdo (TRETINA
et al., 2015).

A proteina PPlase deheileriaé dependente de fosforilacdo, atuando na transformacao
de células hospedeiras, via Janus Kinase transdutor de sinal e ativador da transcricdo
(JAK/STAT), sendo é vital para este procesgmra sua proliferacdo (MARSOLIER et al.,
2015). Segundo estes autores, no entanto, em linfocitos B bovinos infectados em cultura com
Theileria annulata a via JAK/STATé desencadeada principalmente em funcdo da via de
degradacéo reduzida pela proteina ubiquitina ligase bovina FBW7. Recentemente, um estudo
relatou que a ciclofilina A do carrapattaemaphilasis longicornipossui um dominio PPlase

conservado, sendo expresso em multiplos 6rgdos em todos os estagios de desenvolvimento
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(BOLDBAATAR et al.,, 2008). Além disso, houve um relato sobre o gene putativo de
imunofilina em carrapatdghipicephalus(Boophilus)microplusque tendo alta homologia com
0 gene da ciclofilina A, com o silenciamento génico aumentndo significativamente a taxa de

infeccdo deBabesia bovisa progénie larval (BASTOS et al., 2009).

Proteinas histidinas quinases e motivos ricos em leucinas (LRRs), WD, F-box e Ubiquitina

No intestino carrapaté. aureolatuminfectado pomR. rickettsii,observou-se a ocorréncia da
expressao de transcritos para quatro sequéncias da proteina contendo dominio de repeticdo WD
sendo trés reguladas de forma positiva e uma de forma negativa, havendo transcritos para uma
sequéncia da proteina lumican sendo regulada de forma negativa. Ainda, no intestino deste
carrapato, observou-se a ocorréncia de transcrito para uma sequéncia da proteina Ubiquitina,

sendo regulada de forma positiva.

No intestino do carrapaté. sculptuminfectado por esta mesma bactéria, ndo se
observowaocorréncia da expressao de transcritos para sequéncia da proteina contendo dominio
de repeticdo WD, havendo transcritos para uma sequéncia da proteina lumican sendo regulada
de forma negativa. Nao houve a ocorréncia da expressao de transcritos para a sequéncia da
proteina ubiquitina. No intestino do carrap&toscultpuminfectado porR. amblyommatjs
observou-se a ocorréncia da expressao de transcritos para uma sequéncia da proteina contendo
dominio de repeticdo WD sendo regulada de forma negativa, ndo havendo transcritos para a
sequéncia da proteina lumican. Ainda, no intestino deste carrapato, observou-se a ocorréncia

da expressédo para uma sequéncia da proteina ubiquitina sendo regulada de forma positiva.

Nos intestinos dos carrapatsiblyommapp. infectados pdr. rickettsii,observou-se
a ocorréncia da coexpressao de transcrito para uma sequéncia da proteina contendo dominio de
repeticdo WD sendo regulada de forma positiva no carrApatareolatune de forma negativa
no carrapatd. sculptum presentes no médulo de secrecdo. Nos intestinos do carfapato
sculptuminfectos por espécies #ckettsia ndo se observou-se a ocorréncia da coexpressao
de transcritos para estas sequéncias na presenca de ambas as Rspéilietisiie R.

amblyommatis

As proteinas F-box sdo os componentes de recrutamento de substrato dos complexos E3

da proteina de ligacdo a ubiina e determinam a especificidade do alvo através do
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reconhecimento e da ligacdo de proteinas alvo para a ubiquitinacdo e depois para a degradacéo
apresentando na regido C-terminal um dominio de interacdo de proteinas variavel, como
repeticbes Trp-Asp (WD40) e repeticdes ricas em leucina (LRR), bem como motivos
desconhecidos, que sdo responsaveis pela identificacdo de substratos esp@CNG;

HUOQO, 2015) (Figura 3b

Figura35 A ubiquitina é ativada pela enzima ativadora da ubiquitina (E1), transferida para a @ngingadora

da ubiquitina (E2) e finalmente transferida para os substratos pelas ligaskguitina (E3). As proteinas da

ubiquitina sdo reconhecidas e degradadas pelo proteag6aniacomplexo E3 ligase consiste na variacdo de F-
box de Skpl, RbX1, e uma proteina Cullin.
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Fonte: Gong et al. (2015).

Na Figura 35, verifica-se que em humanasp@teinas F-Box da familia FBXL séo
aquela contendo motivos repetidos ricos em leucina, sendo as proteinas da familia FBXW
aguelas que pertencem a WD40, enquanto outras proteases F-box contém os dominios de
interacdes entre proteinas existentes e denominadas proteinas da familia FBXO (GONG; HUO,
2015; NAKAYAMA; NAKAYAMA, 2006). As proteinas contendo motivos LRRs possuem
diversas funcdes relacionadas as interagdes proteina-proteina, exercendo a funcéo de receptores
hormonais, inibidores enzimaticos, adesdo celular e sinalizacdo (KOBE, 2001), incluindo
receptores de defesa Toll-likes (TLR) (BELL et al., 2003).

No mosquitcAnopheles gambiaas proteinas contendo tioester da familia LRRs foram
avaliadas quanto ao potencial antagonista para a colonizacdo dos parasitas da malaria, limitando
a infeccdo poPlasmodiumpela ativacdo de um sistema semelhante ao sistema de defesa
complemento (FRAITURE et al., 2009). No carrapato da espé&zapularis foram anotadas
pelo menos 22 potenciais proteinas LRRs (SMITH; PAL, 2014). No carrdp&ingicornis
a proteina recombinante LRR possui uma atividade inibitéria no crescinmenttbvo de
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Babesia gibsoni estabelecendo uma tolerancia muatua entre a funcdo anti-babesial e o
mecanismo de evasdo do sistema imune inato do carrapato (FLORIN-CHRISTENSEN, 2009).

Segundo estes autores, TLRs reconhecem padrdes que desempenham um papel vital na
inducdo de genes antimicrobianos em alguns casos, exeroeoditrole de imunidade
adaptativa de respostas para outros. As proteinas lumican e as proteinas ricas em repeti¢cdes de
leucina atuam com funcdo hemaocitica contra diversas bactérias (KAWAI; AKIRA, ZD€6).

TLR interagem com diferentes proteinas adaptadoras para ativar as vias MAPK e NF-kB de
uma forma especifica e dependente do tipo celular (KAWAI; AKIRA, 2006; SUMBAYEYV;
YASINSKA, 2006).No geral, o TLR4 reconhece lipopolissacarideos, enquanto TLR2 interage
com muitos produtos microbianos diferentes, incluindo peptidoglicano e lipoproteinas da
parede celular (KAWAI; AKIRA, 2006).

As proteinas ubiquitinadas nem sempre sédo degradadas, com a marca¢ao da ubiquitina
podendo ter fun¢des ndo proteoliticas, também determinando a localizacéo subatlatado
como um precursor na modificacdo poés-translacional das histonas e no reparo do DNA
(FRIEDBERG, 2006). A degradacdo de proteinas esta associada a enzima ativadora de
ubiquitina (E1), enzima conjugadora de ubiquitina (E2) e ubiquitina ligase (E3) requarendo
participagéo do proteassoma 26S (COLLINS; GOLDBERG, 2017; ZHAO et al., 2015). Estudo
com uma ubiquitina E1 mutante condicional demonstrou a utilidade da técnica para distinguir
entre o proteassoma 26S da proteina ubiquitina dependente do proteassaagp2O@8plise
pela proteassoma dependente de ubiquitina (SHRINGARPURE; DAVIES, 2002). Entre as
diversas familias de proteinas como dismutases superéxidos, a ubiquitina ligase E3 previamente
caracterizada erh scapularisapresenta a capacidade de restringir a colonizacdo bacteriana
(SEVERO et al., 2013).

No carrapatdermacentor marginatuss defensina tem demonstrando uma atividade
borrelicida evidente para a remocadaerelia (CHRUDIMSKA et al., 2014). Além disso, ha
evidéncias abundantes de que a ubiquitinacdo sinaliza para as vias do TLR, JAK/STAT e
imunodeficiéncia (IMD) durante o desafio imune contra infecgdes bacterianas, virais e fungicas
(COLLINS; BROWN, 2010). Segundo estes autores, o circuito imunoldégico com a
ubiquitinacdo ndo é exclusivo Beosophilae poderia regular estas vias em artrépodes vetores

de doencas, tais comA: gambiagAedes aegyptCulex quinquefasciatusl. scapularis
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ABC transportadores e outras proteinas putativa na produgcédo de heme e desintoxicacao

celular

No intestino do carrapat®. aureolatuninfectado poR. rickettsii,observou-se a ocorréncia da
expressao de transcritos para cinco sequéncias da proteina ABC transporte sendo reguladas em
sua maioria de forma positiva, havendo transcritos para a sequéncia da proteina da Subunidade
Va do citocromo C oxidase sendo reguladas de forma positiva, e transcritos da sequéncia da
proteina do citocromo P450 sendo regulada de forma positiva. No intestino do caktapato
sculptuminfectado por esta mesma bactéria, observou-se a ocorréncia da expressao de
transcritos para cinco sequéncias desta proteina sendo reguladas de forma positiva, havendo
transcritos para a sequéncia da proteina da Subunidade Va do citocromo C oxidase e do
citocromo P450 sendo reguladas de forma negativa. No intestino do cakagatdtpum
infectado poR. amblyommatjobservou-se a ocorréncia da expressao de transcritos para uma
sequéncia da proteina ABC sendo regulada de forma negativa, havendo a expressao transcritos
para a sequéncia da proteina da Subunidade Va do citocromo C oxidase sendo regulada de

forma negativa.

Nos intestinos dos carrapatdsiblyommaspp. infectados pdR. rickettsij observou-se
a ocorréncia daoexpressao de transcritos para cinco sequéncias de ABC transporte endo
regulada de forma positiva em ambos os carrapatos, exceto para a regulacdo de uma sequéncia
na presenca desta bactéria no intestino do carr@pasculptumsendo regulada de forma
negativa, havendo a ocorréncia de transcritos para a sequéncia da proteina do citocromo P450
sendo regulado de forma positiva no carrapataureolatune de forma negativa no carrapato
A. sculptumpresentes no modulo de secre¢ao. Ainda nos intestinos dos carfapblpsmma
spp., observou-se a ocorréncia da coexpressao de transcritos para a sequéncia da proteina do
citocromo C sendo regulada de forma no carrapataureolatume de forma negativa no

carrapatdA. sculptunpresentes no modulo de oxidacao.

Nos intestinos do carrapato da espécisculptuninfectados por espécies Biekettsia
observou-se a ocorréncia da coexpressdo para duas sequéncias da proteina ABC transporte
presentes no modulo de secre¢cdo sendo ambas as sequéncias reguladas de forma negativa na
presenca dé&k. amblyommatishavendo a regulacdo de forma negativa para uma destas
sequéncias e uma regulacéo de forma positiva para a outra na presengeka¢tsij havendo
transcritos para a sequéncia da proteina do citocromo C sendo regulados de forma negativa na

presenca de ambas as bactérias presentes no modulo de oxidacéo.
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As proteinas ABC podem participar do transporte de drogas e metabolitos através da
membrana celular, possuindo diversas estruturas e funcdes, quesrmomnter “resisténcia
multidrogas” fenotipicamente celular (HIGGINS, 2007). Atualmente, estas proteinas tém sido
relacionadas no desenvolvimento de resisténcia adquirida por insetos a inseticidas (MOUNSEY
et al., 2010; YOON et al., 2011), por helmintos as drogas anti-helminticas (JAMES; DAVEY,
2009), no combate ao cancer em humanos a quimioterapicos (GOTTESMAN; FOJO; BATES,
2002) e por carrapatos das espeBg®.) micropluse Ixodes ricinugMANGIA et al., 2018;

POHL et al., 2014). A expressdo de genes para sequéncias de proteinas transportadoras ABC
ocorre dentro da membrana celular sendo responsével principalmente pela desintoxicacao do
citoplasma, podendo ser expressas nas membranas de organelas internas, como mitocondrias e
nos desmossomos (DEAN; HAMON; CHIMINI, 2001; LARA et al., 2015).

Os transportadores ABC tém sido principalmente relacionados a exportacdo de
moléculas téxicas, mas também demonstrou desempenhar um papel na importacdo de
nutrientes e no transporte de outros substratos (POHL et al., 2014). Em carrapatos, as estirpes
resistentes a acaricidas aumentam o transporte de moléculas heme e xenobidticas para as
vesiculas digestivas dos hemossomos (LARA, 2003; LARA et al., 2015). A expressao de ABC
transporte e sua presenca nos hemossomos no citosol das células digestivas é dedicada
principalmente a desintoxicacao de grupos heme (LARA et al., 2015) (Figura 36
Figura 36 Modelo da via do transito de heme na célula digestora de carrapato da &dppiciephalus (B.)
microplus Este modelo proposto integra dados sobre o papel de transportadoresré®tados de relatérios

anteriores descrevendo a captagcao de hemoglobina, seguido pela exportacéo devhefoela digestiva para a
citosol e formacéo de heme agregados no hemosomo.
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Fonte: Lara et al. (2015).

Na Figura 36, verifica-se o bombeamento de compostos tdxicos em uma via intracelular
gue nao ocorre para 0 meio externo, tal como estudos tém apontado para outros transportadores
ABC, como os que atuam nas membranas mitocondriais (LARA et al., 2015). No carrapato
bovinoR. (B.) microplusndo ocorre a biossintese do heme (BRAZ et al., 1999), o que exclui
qualguer conexao desta rota de trafego celular para a via metabdlica do heme, indicando um
mecanismo ancestral capaz de mediar o transporte de heme através de membranas, semelhante
com o que ocorre em bactérias (BRAUN; HANTKE, 2011).

Recentemente, esta descoberta tem sido estendida para outras células eucarioticas,
reforcando a hipotese de que, pelo menos, um sistema de transporte heme evoluiu em carrapatos
(MANGIA et al., 2018; POHL et al., 2014). Segundo estes autores, a importancia da proteina
ABC quando expressas em mitocondrias desempenha um papel central no processo de
apoptose, aonde ocorre uma alta geracao de espécies reativas de oxigénio desepedaleada
liberacdo de citocromo C mitocondrial no citosol. A regulacdo de genes ABCTs mitocondriais
junto com a expressao de isoformas enzimaticas do citocromo P450 pode estar correlacionada
com os efeitos de drogas, além de outras moléculas xenobidticas e na geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) que comprometem a funcédo mitocondrial (MANGIA et al., 2018;
POHL et al., 2014).

5.2.2 Resposta contra virus

No intestino do carrapat. aureolatuninfectado poR. rickettsii,observou-se a ocorréncia da
expressao de transcritos para a sequéncia da proteina DEAD box helicase de RNA dependente
de ATPedaproteina Dicert sendo reguladas de forma positiva. No intestino do carr&pato
sculptuminfectado por esta mesma bactéria, observou-se a ocorréncia da expressao de
transcritos para duas sequéncias da proteina Dicer-1 sendo uma regulada de forma positiva e a
outra de forma negativa. No intestino do carrapatecultpumnfectado poR. amblyommatjs
observou-se a ocorréncia da expressdo de transcritos para uma sequéncia da proteina helicase

de DEAD box de RNA dependente de ATP sendo regulada de forma negativa.

Nos intestinos dos carrapatdsmblyommaspp. infectados pdR. rickettsii,observou-

se a ocorréncia da coexpressao de transcritos para uma sequéncia da proteina do fator de reparo
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de incisdo de DNA ERCC-6 sendo regulada de forma positiva em ambos os intestinos destes
acaros, havendo transcritos para duas sequéncias da proteina Dicer-1 sendo reguladas de forma
positiva no carrapato da espégieaureolatume de forma negativa para uma das sequéncia

com a outra regulada de forma positiva no carrafpasculptumNos intestinos dos carrapatos

A. sculptunminfectados por espécies Béckettsia observou-se a ocorréncia da coexpressao de
transcritos para uma sequéncia da proteina ERCC-6 sendo regulada de forma nagativa n

presenca da espédRe amblyommatie de forma positiva ha presenca da esgécrekettsii

A proteina Dicer (Dcr) € uma enzima do tipo RNase lll responséavel pelo processamento
de RNA fita dupla (dsRNA) que atua na formacdo de RNAi (TIMMONS; FIRE, 1998) entre
outros pequenos RNAs inibitorios (siRNAs) (HAMMOND et al.,, 2000). Os siRNAs sédo
moléculas de RNA de fita dupla implicados recrutamento de proteinas que formam o
complexo ribonucleico silenciador de RNAI (RISC) (YANG; LU; ERICKSON, 2000). Os
siRNAs séo produzidos a partir do proprio gene alvo, como por exemplo, virus de cadeia dupla,
transposons ou transgene, enquanto os miRNAs, por outro lado, sdo produzidos a partir de
regides de transcricdo auto complementares no genoma que nao codificam proteinas (BARTEL,
2004). Os miRNAs séo transcritos do genoma para criar miRNAs primarios (pri-) com o
primeiro ciclo de clivagem ocorrendo no nucleo, realizado pela enzima RNase Ill Drosha e pelo
fator associado Pasha/DGCRS, resultando no miRNA precursor (pre-) (CLAYTON et al., 2018)
(Figura 37.
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Figura37 Modelo de producdo dos miRNAs pela RNA Pol Il e sua passagem pela mangAjdbestaque para
a exportacdo nuclear mediada pela Exportin 5 (XPO5) e Ran-GTP. (B) A seglivadem é realizada no
citoplasma pela enzima Dicer RNase Il como parte de um complexo proteico que @rotRNA
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Na Figura 37, verifica-se que ocorre a selecdo de uma das duas cadeias de miRNA que
se liga a proteina Argonauta (Ago) e forma o RISC juntamente com outras proteinas, tais como
GW182, alvo para o silenciamento promovendo a degradacao de deadenilacdo e mRNA ou a
represséo traducion@CLAYTON et al., 2018). Em insetos, ambos os siRNAs e miRNAs séo
produzidos pela acdo deck possuindo dois homdlogos diferenteBcrl e Dcr2
(FRAGKOUDIS et al., 2009), havendo as proteinas Ago2 e Dcr2 que séo fatores-chave na via
de RNAI antiviral (ALIYARI; DING, 2009; DONALD; KOHL; SCHNETTLER, 2012). No
genoma do carrapatoscapularis pesquisas tem revelado diversas proteinas destas familias
por meio de homologia contra as proteinas Dcr e Adardsophila melanogasterA. aegypti
(SCHNETTLER et al., 2014), as quais estao envolvidas no mecanismo de defesa de RNAI

contra a infec¢ao de arboviros em mosquitos e em carrapatos (KURSCHEID et al., 2009).

Nestes acaros, verificge uma significativa expansao genética para as proteinas da
subfamilia Ago com atividade antiviral em respostas a aplicacédo de RNAI de insetos em células
do carrapate. scapularissSCHNETTLER et al., 2014). No entanto, os genomd3drdsophila

e Caenorhabditiseleganspodem codifica pelo menos 30 helicases ligadas a caixa DEAD,
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enguanto nos genomas de bactérias cGmamydiae Borrelia, transmitidas por carrapatos
carecem de genes putativos para a proteina helicase DEAD box (KURSCHEID et al., 2009;
SCHNETTLER et al., 2014). A helicase Il do DNA dependente de ATP tem multiplas funcdes
no metabolismo do DNA, incluindo replicacéo, reparo e recombinacdo do DNA (COOPER,;
BOYLE; LOVETT, 2015).

A proteina HrpA helicase de caixa DEAD putativa Bmburgdorferi, possui um
importante papel no centro de via regulatéria global da expressédo de gene envolvidos com o
transporteem células de camundongos (STEIMER; KLOSTERMEIER, 2012). No entanto, o
virus da dengue transmitido por mosquitos das esp&ceegyypte Aedes albopicutpossuem
acapacidade genética limitada dependente de fatores celulares para compbéthr dewida
e facilitar a sua replicacdo (KHADKA et al., 2011), utilizando das proteinas RNA helieases d
familia DEAD box para modularem a estrutura do RNA, as quais sdo cruciais em muitos
processos bioldgicos fundamentais (JANKOWSKY, 2011).

Estas proteinas sao relacionadas a mediadores antivirais da imunidade inata, ou fatores
essenciais do hospedeiro para a replicacdo viral (STEIMER; KLOSTERMEIER, 2012).
proteina DDX3 helicase de RNA colocalizada perto do nucleo da célula hospédeira
identificada como um cofator na replicacdo do RNA viral de Flavivirus durante a infeccéo pelo
virus do Nilo ocidental (ARIUMI et al., 2007), podendo detectar a presenca de pequenas
dsRNA com a participacao de outras helicases que disparam a sinalizacédo para o sistema de
defesa (ZHANG et al., 2011). As proteinas helicases do hospedeiro sinalizariam para uma via
antiviral, atuando num papel proviral durante a infec¢éo pelo virus da dengue (LI et al., 2015),
de forma que a regulacdo de forma negativa da sua expressdo poderiadatiéitapdo viral
emAedesspp. (FENG et al., 2017).

5.2.3 Oxidagéao

No intestino do carrapat®. aureolatuninfectado poR. rickettsii,observou-se a ocorréncia da
expressao de transcritos para sequéncias das proteinas D-lactato desidrogenase e proteina
mitocondrial peptidase alfa sendo reguladas de forma negativa, enquanto as proteinas oxidase
S-2-dridroxi-acido, citocromo C subunidade Va, dimetilglicina desidrogenaiséona

desmetilase de lisinaAB oxidoredutase Titin foram reguladas de forma positiva.
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No intestino do carrapa#®. sculpturrinfectado por esta mesma bactéria, observau-se
ocorréncia da expressdo de transcritos para as sequéncias das proteinas da subunidade Va do
citocromo C oxidase, NADH-ubiquinona redutase e tiorreddiyaendo reguladas de forma
negativa, havendo a expressado de transcritos para as sequéncias das proteinas oxidase S-2-
hidroxi-acido, proteina putativa 1 e 2 do canal de cloro, subunidade alfa da peptidase
processadora em mitocondredimetilglicina desidrogenase, reguladas de forma positiva.

No intestino do carrapatd. scultpuminfectado poR. amblyommatjsobservou-sa
ocorréncia da expressao de transcritos para as sequéncias de prétidaulhquinona
redutase subunidade Va do citocromo C oxidase, subunidade beta peptidase, oxidase S-2-
hidroxi-acido, glicolato oxidase sendo reguladas de forma negativa, havendo entre estas a

expressao de transcrito e regulacdo positiva para a proteina succinato desidrogenase.

Nos intestinos dos carrapatdsblyommaspp. infectados pdR. rickettsii,observouse

a ocorréncia da coexpressao de transcritos para duas seguEngeoteina oxidase S-2-
hydroxy-acido, uma sequéncia da proteina do canal de cld,luma sequéncia de
dimethyltglycine desidrogenase, sendo reguladas de forma positiva em ambos 0s acaros,
havendo transcritos para uma sequéncia de NADH-ubiquinona redutase sendo regulada de
forma negativa, e a coexpressao de transcritos para duas sexg@spiteinas do citocromo

C oxidase, Tioredoxin H2 e da subunidade alfa da peptidase processadora de mitocondria sendo
reguladas de forma negativa no carrapato da espécseulptume de forma positiva no
carrapato da espécie aureolatumcom excecdo da peptidase processadora de mitocéndria

sendo regulada de forma negativa

Nosintestinos do carrapato da espéisculptuninfectados por espécies Bekettsia
observou-se a ocorréncia da coexpressao de transcritos para trés sequéncias da proteina oxidase
S-2-hidroxi &cido sendo regulada de forma negativa na presenca da Bspécdyommatie
de forma positiva na presenca da esp&cieickettsii,havendo transcritos coexpressos para
duas sequéncias da proteina do citocromo C oxidase e transcritos para uma sequéncia da
proteina redutase NADH-iduinona sendo reguladas de forma negativa e transcritos para uma
sequéncia de peptidase processadora de mitocéndria sendo regulada de forma positiva na

presenca de ambas as espécidlideettsia

Muitas espécies de patdogenos fazem uso dos componentes do metabolismo do.carrapato

Dentre estes, 0 centro moduladims processos fisioldgicos no ambiente celular, incluando



272

imunidade ea apoptose, dentre outras relagdes moleculares movidas pela coevolugcéo e
adaptacdo (CABEZAS-CRUZ et al.,, 2019). O patdgétiolichia ruminantiumtem a
capacidade de detectar os niveis de ferro em células de mamiferos, respondendo com o aumento
da expressao de genes de viruléncia, provenientes do T4SS, que participa na aquisicao de ferro
pelo patbgeno (MOUMENE et al., 2018Jo carrapato, a proteina de ligacdo a ferro em
resposta a infeccéo pér. phagocytophilunseria hipoteticamente secretada por este sistema,

contribuindo para superar a imunidade nutricional nestes acaros (KAHLON et al., 2013).

A bactériaB. burgdorferj por outro lado, ndo requer elevadas quantidades alta de ferro
para sobreviver (TROXELL; XU; YANG, 2012). A hemoglobina hospedeira é clivada a heme
por trés reacbes sequénsianvolvendo varias enzimas hemoglobinoliticas em carrgpatos
podendo ser modulada pé&r. phagocytophilunmpor meios de enzimas hemoglobinoliticas
(VILLAR et al., 2016). Estes autores sugerem que a infeccad pphagocytophilunpode
regular os niveis de heme de uma maneira especifica do tecido com efeitos potenciais para o
patégeno & sobrevivéncia do vetor. Apesar dos macrofagos serem células imunes, dividido
em inflamatérios (M1) e anti-inflamatorios (M®stas células podem ser infectadas por virus
e bactérias intraceluleg as quais as utilizam para sua regl&@ ocasionando diferencas nos

perfis metabdlicos em resposta a estimulos dos patégenos (PRICE; VANCE, 2014).

Segundo estes auey os lipopolissacarido (LPS) estimulamvia transportadora de
glicose nos macréfagos M1 durante o processo de glicolise aerdbica para aumentar o fluxo
glicolitico e aproducao de lactato. Em contraste, os macrofagos M2 tém um perfil metabdlico
comparavel ao das células nao estimuladas, com aumento dos processos do ciclo de acido
tricarboxilico (TCA) e atividade oxidativa. A imunidade celular nos carrapatos é mediada
principalmente pelos hemdcitos, os quais estdo envolvidos na fagocitose de diferentes
micrébios (HAJDWEK et al., 2013). O estudo do metabolismo de carrapatos em resposta a
infeccdo poA. phagocytophilurbaseado em células decapularisinha ISE6 infectadas com
fagdcitos, sugerem que o perfil metabdlico dos hemécitos em resposta a infeccao do patdégeno
€ muito diferente da resposta dos macréfagos inflamatérios M1 (CABEZAS-CRUZ et al.,
2017b) (Figura 38

Figura 38 Modelo do perfil metabdlico de células ISE6 do carrapatscapularis infectadas porA.
phagocytophilum(bactérias sem LPS) em hemdécitos versos o modelo dos macréfagos mvHmdieros em
resposta a outras bactérias intracelulares com LPS. Altos niveis de hexoquinase (HXI€, fesfd&)toquinase
(PFK, verde) estao associados com alta glicélise aerébica e aumento da producdo demanttodfagos M1
de mamiferos. Os niveis e atividade de HXK do carrapato diminuiram (vermeaba)iveis de PFK do carrapato
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nao se alteraram (negros) em resposta a infeccdo que foi associada com niveixosaiedactato em células
ISES6 infectadas.

ISE6 cells — tick hemocyte model Mammalian M1 macrophages

A. phagocytophilum no LPS Bacteria with LPS
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Na Figura 38, verifica-se quescélulas do carrapatoscapularisinfectadasn vitro por
A. phagocytophilunm@o exibem a glicolise aerdbica observada em macrofagos de mamiferos
M1 (CABEZAS-CRUZ et al., 2017b). Segundo estes autores, a ativacao e estabilizacdo do fator
1 alfa (HIF-1a) estimulado por hipoxia em células de carrapato ISE6 seria ndo depéadente
acumulo de succinato edlicélise aerdbica. O inibidor da glicélise 2-desoxiglicose (2DG),
que atua na inativacdo do HIF-1a em M1 macréfagos (NONNENMACHER; HILLER, ,2018)
naoteria 0 mesmo efeito em células ISE6 (CABEZAS-CRUZ et al., 2017b). Segundo estes
autores, em vez disto, a atividade do HIF-1a seria mediada pela ativagao da via PI3K, podendo
ser inibido por LY294002, o qual diminui sua atividade de ligacdo ao DNA, nestas células de
carrapato. Uma propriedade metabolica compartilhada por macréfagos M1 e células ISE6 seria
no entanto, uma diminuicdo geral da atividade do TCA ap0s infeccdo bacteriana destas
(CABEZAS-CRUZ et al., 2017b; NONNENMACHER; HILLER, 2018).

A auséncia de moléculas imunogénicas, como o LPS e o peptideo diaminopimélico

glicanos emA. phagocytophilume outras bactérias transmitidas plor scapularis foi
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anteriormente sugerido para contribuir para a tolerancia do vetor a patégenos transmitidos por
carrapatos (SHAW et al., 2018). Curiosamente, os lipidios 1-palmitoil-2-slegileero-3-
fosfoglicerol e 1-palmitoil-2-oleoil diacilglicerol, encontrados Anphagocytophilumativam

a via IMD em carrapatos (SHAW et al., 2017), podendo regular o metabolismo dos hemdcitos
do carrapato (CABEZAS-CRUZ et al., 2019). Segundo estes autores, isto demonstra que a
tolerancia a infeccdo pode estar associada a imunidade e resisténcia a patdogenos transmitidos
em carrapatos, sugerindo que a multiplicacdo bacteriana dentro das células hospedeiras pode

afetar o vetor e, portanto, a sobrevivéncia do patégeno transmitido por carrapatos.

Notavelmente, pesquisas recentes mostram que o IMD esta envolvido na regulag¢éo no
metabolismo de glicose e lipidios em Drosophila, com a ativacao constitutiva de IMD induzindo
uma reducao significativa na expressao de genes envolvidos na glicolise, gliconeogénese e ciclo
do TCA em moscas (DAVOODI et al., 2019). O metabolismo lipidico do carrapato € explorado
por diferentes microrganismos, 0s quais se utilizam dos &cidos graxos como importantes fontes
de energia (BARISCH; SOLDATI, 2017A bactériaB. burgdorferique ndo € capaz de
sintetizar acidos graxos e colesterol, utiliza de todo o aparato da célula do hospedeiro vertebrado
e, ou, da farinha de sangue do carrapato para fornecimento de lipidios (HOXMEIER et al.,
2017). Similarmente, o colesterol do hospedeiro e outros lipidios sdo requeridés por
phagocytophilunpara infec¢ao e multiplicacdo em células humanas (TRUCHAN; SEIDMAN;
CARLYON, 2013).

A proteina redutase NADH-ubiguinona é uma enzima metabdlica conservada localizada
na membrana mitocondrial interna podendo catalisar a transferéncia de elétrons de NADH para
a proteina coenzima Q (MERCADO-CURIEL et al., 2014). No intestino médio de carrapato da
espécieD. andersonio aumento da expressao de sequéncia da proteina TC22382 apés
alimentacdo consiste nas necessidades de energia apés a ingestdo de componentes do sangue,
diurese e balanco hidrico (MERCADO-CURIEL et al., 2011). Segundo estes autores, ocorre 0
aumento da expressao desta protei®DH-ubiquinona apds infeccdo pd. bovis e
diminuicdo nos niveis de mRNA caainfeccdo poA. marginale

A proteina tioredoxina redutase (TrxR) pertence a familia da piridina nucleotideo-
dissulfeto oxiredutase, incluindo também glutationa redutase, lipoamida desidrogenase e ion
mercurica redutase (VLAMIS-GARDIKAS; HOLMGREN, 2002). Segundo estes autaes, 0
membros desta failia de flavoproteinas se ligariam a dissulfureto ativador de redax

subunidade do FADA TrxR reduz a tiorredoxina transferindo um elétron do NADPH ligado
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para o sitio ativo da tiorredoxina, permitindo assim que a tiorredoxina reduza suas ligacdes
dissulfeto (ADAMSON et al., 2013). O papel funcional da TrxR tem sido implicado em vérias
vias metabdlicas, incluindo o controle do crescimento do organismo, suas funcées imunolégicas

e anti-apoptose através do sistema tioredoxina-tiorredoxina redutase (SALZ et al., 1994).

O sialotranscriptoma do carrapamblyomma maculatunevelou a presenca de varios
antioxidantes e selenoproteinas, incluindo a proteina TrxR, contribuintes para o sistema
antioxidante do carrapato (KARIM; SINGH; RIBEIRO, 2011). As proteinas tirosinas poderiam
atuar na mitigacdo do estresse oxidativo, na manutencdo da colonizacdo de patdgenos
(ADAMSON et al., 2013) e na homeostasia da comunidade bacteriana que colonizam estes
acaros (BUDACHETRI; KARIM, 2015). Os micrébios no intestino de carrapatos facilitam a
colonizacdo de agentes infecciosos, coBioburgdorferi, evidenciado pela reducdo na
colonizacédo deBorrelia ap0s perturbacdo da microbiota intestinal (NARASIMHAN et al.,
2014). O processamento da farinha do sangue envolve uma interacdo molecular complexa entre

0 vetor e a microbiota que reside dentro das células vetoriais (BUDACHETRI; KARIM, 2015).

Em moscas, ocorrem dois tipos de resposta imune relacionadas com a detecgcédo e
preservacdo de associacdes de bactérias benéficas, eliminando ao mesmo tempo aquelas
prejudiciais e ativando uma dual oxs@gDUOX) e peroxidases que promovem uma eficaz
homeostase para manutencao de colénias de microrganismos benéficos no intestino (LEE;
HASE, 2014) (Figura 39).
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Figura39 Modelo de uracil ou peptidoglicano (PG) liberado pelos patdgenos para imdiezide sinalizacdo Hh
através de um mecanismo desconhecido, para manter altos nivel de Cad99C remanapiteal. Moléculas PG
de bactérias comensais também pode desempenhar um papel na manutencgaoasaidpebpriado de Cad99C
sob uma condigdo convencional antes da infecgdo do patdgeno. Quandb é rea@mhecido por um receptor
acoplado a proteina G (GPCR), os endossomos de sinalizacdo dependersd9&/RL. Ch/PKC facilitam a
amplificacdo do sinal, induzindo a mobilizagdo de Ca2+ dependente de PLCb para adgeRQ&dependente
de DUOX.
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Na Figura 39, verifica-se gueproteina Dual oxidase (DUOX) transmembrana é um
membro proeminente da familia de proteina oxidase NADPH que se mostrou como fonte na
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (LEE et al., 2015), desempenhando um papel
importante na manutencdo da imunidade da mucosa (LEE; HASE, 2014). Esta proteina,
originalmente descoberta e@. elegans é implicada na geracdo de ROS que age na
manutencado da microbiota intestinal e&mgambiagVIJAY-KUMAR et al., 2010). Segundo
estes autoregm mosquitos a DUOX durante a alimentacéo, juntamente com uma peroxidase
heme, catalisa uma reticulacéo de tirosinas, formando uma barreira moéeacédunlar no
espaco luminal ao longo da camada epitelial do intestino denominada de rede de ditirosina
(DTN).
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Esta rede diminui a permeabilidade do intestino com varios elicitores imunolégicos,
protegendo-o da microbiota intestinal contra espécies comensais e patogénicas (DIAS et al.,
2013). Segundo estes aw®rnos carrapatos, algumas enzimas antioxidantes desempenham
um papel importante na colonizacdo de patégenos que manipulam a resposta imune, e dentre
estesa expressao da DUOX durante a alimentagdo precoce do carrapato coincidindo com a
replicacdo de bactérias no intestino apresentando uma rede distinta de ditirosina. O intestino
dos carrapatos contém proteinas envolvidgggoducdo de ROS, o que também pode ajadar
controlar o crescimento de microrganismos (ANDERSON; SONENSHINE; VALENZUELA,
2008).

No genoma dd. scapulais foi anotado uma unica DUOX além de varias proteinas
peroxidase. A DUOX pertence a familia da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) e oxidase NOX (GEISZT et al., 2003), desempenhando um papel essencial na
imunidade e homeostase da mucosa intestinal do carrapato (BAE; CHOI; LEE, 2010; YANG
et al., 2014). Estes autores sugerem que peroxidases, assim como a DUOX, desempenham um
papel importante na formacéo da DTN, influenciando na persisténcia dos patégenos da doenca

de Lyme nos carrapatos, com a participacdo de NADPH oxidase.

5.2.4 Protedlise

No intestino do carrapat. aureolatunminfectado poR. rickettsii,observou-se a ocorréncia da
expressdo de transcritos para as sequéncias de proteinas ATPase transcricional do reticulo
endoplasmatico, subunidade alfa 7 do proteassoma 26S, subunidade alfa 6A da proteina
reguladora do proteassoma 26S e subunidade reguladora beta2 do proteassoma 20S sendo
reguladas de forma negativa, enquanto as proteinas reguladas de forma positiva foram a
subunidade reguladora beta do pastema 20S, fator de modulacao TATA, fator de biogénese
peroxissomos protease, subunidade reguladora tipo alfa PSMA7 / PRE6 do proteassoma 20S,

protease dependente de ATP PIM1 / LON e proteina sensivel ao nethylmaleimide.

No intestino do carrapa®®. sculptuninfectado por esta mesma bactéria, observau-se
ocorréncia da expressado de transcritos para a sequéncia das proteinas ATPase, subunidade alfa
7 do proteassoma 26S, subunidade alfa 6A da proteina reguladora do proteassoma 26S
subunidade reguladora beta do proteassoma 20finidade reguladora tipo alfa PSMA7 /

PREG6 do proteassoma 263 TPaseRPT6 do complexo regulador do proteassoma 26S sendo
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reguladas de forma negativa, havendo transcritos para as sequéncias de proteinas do fator de
biogénese peroxissdbmica, ATPase transcricional do reticulo endoplasmatico, subunidade
reguladora beta do proteassoma 20S, protease tipo Clp dependente de ATP e protease
dependente de ATP PIM1/LON sendo reguladas de forma positiva. No intestino do carrapato
A. scultpuminfectado porR. amblyommatjsobservou-se a ocorréncia da expressédo de
transcritos para duas sequéncias da proteisaliinidade reguladora beta do proteassoma 20S

sendo uma regulada de forma negativa e a outra de forma positiva.

Nos intestinos dos carrapatsblyommapp. infectados pdR. rickettsii,observouse
a ocorréncia da coexpressao de transcritos para uma sequéncia da proteina ATPase
transcricional do reticulo endoplasmatico sendo regulada de forma negativa no cdrapato
aureolatume de forma positiva no carrapaosculptumuma sequéncia da proteina protease
sendo regulada de forma negativa no carrafpasgculptume de forma positiva no carrapato
aureolatum havendo transcritos para a sequéncia da proteina protease dependente de ATP
PIM1/LON e fator de biogénese peroxissdomica sendo regulados de forma positiva em ambos
0s carrapatos. Ainda nos intestinos dasblyommaspp., observou-se a coexpressdo de
transcritos para a sequéncia das proteinas ATPaseRPT6 do complexo regulador do proteassoma
26S sendo regulada de forma positiva no carrapa@mureolatume de forma negativa no
carrapatdA. sculptumhavendo transcritos para a subunidade alfa 7 do proteassoma 26S sendo

regulados de forma negativa em ambos os carrapatos.

Além disto, observou-se a ocorréncia da coexpressao de transcritos para as sequéncias
das proteinas da subunidade reguladora alfa do proteassoma 20S sendo regulados de forma
positiva em ambos os carrapatos, havendo transcritos para a subunidade reguladora beta do
proteassoma 20S sendo regulados de forma negativa no carapatdptume de forma
positiva no carrapat@. aureolatum.Nos intestinos do carrapato da espé&iesculptum
infectados por espécies Béckettsia observouse a ocorréncia da coexpressao de transcritos
para as sequéncias das proteinas da subunidade reguladora alfa do proteassoma 20S sendo
regulados de forma positiva na presenca de ambas bactérias, havendo transcritos para a
subunidade reguladora beta do proteassoma 20S sendo regulados de forma negativa na presenca

de ambas bactérias presente no modulo de protedlise.

Um dos principais caminhos para a degradacao de proteinas na célula é o sistema de
proteassoma dividido em duas categorias principais, sendo uma dependente de ubiquitina pelo

proteassoma 26S e a outra independente de ubiquitina pelo proteassoma 20S (LULLMANN-
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RAUCH, 2007). O terceiro, € um ativador de ligacdo do proteassoma do nucleo 20S ao 26S,
sendo o proteassoma 19S responsavel pela degradacao de ubiquitina dependente de proteinas
de atividade de ATPase AAA (LASKER et al.,, 2012). Além de reconhecer substratos
ubiquitinados e transportados para o proteassoma 20S, o anel de ATPase ativa chaperonas com
a hidrélise de ATP para o dobramento final de substratos durante a sua translocacdo para a
camara proteolitica deste proteassoma (RECHSTEINER; HILL, 2005).

Os proteassomas ao reduzirem a velocidade de degradacédo de material estranho como
virus ou bactérias, expéem por mais tempo o0 ataque microbiano e aumentam a capacidade de
sinalizarem para apresentacdo de antigenos (KISSELEV et al., 1999). O aumento robusto das
proteinas chaperonas em resposta ao estresse oxidativo é rigidamente regulado por mecanismos
moleculares que incluem a ubiquitinacdo e ndo a oxidagdo (KASTLE et al.,, 2012). O
proteassoma 20S é relativamente estavel apos a exposicdo H202, sendo responsavel pela
degradacdo de proteinas oxidadas (BAUGH; VIKTOROVA; PILIPENKO, 2009) como a
proteina estimulante de apoptose p53 (ASHER et al., 2005), enquanto o proteassoma 26S é
inativado (REINHECKEL et al., 1998). Segundo estes autores o proteassoma 20S, além de
gerenciar a homeostase proteica durante o estresse oxidativo, também degrada muitas proteinas

envolvidas na sinalizacéo e regulacéo de processos eslular

A proteina candnica Lon de. coli é conservada e exerce atividade de protease e
degradacéo intracelular de proteinas anormais (GOLDBERG et al., §88dhdo se ligar ao
DNA (ZEHNBAUER et al., 1981 regular a atividade de chaperonas de choque térmico
(GOFF; CASSON; GOLDBERG, 1984). A proteina Lon € uma serina protease e desempenha
um papel importante na homeostase ao segmentar proteinas anormais e proteinas reguladoras
instaveis (GOTTESMAN; HALPERN; TRISLER, 1981). A presenca das proteinas é¢.onl
Lon2 em B. burgdorferj sendo reguladas por proteinas no sangue, sugeriu queé.on2
envolvida no controlealhomeostase, enquanto Lonl desempenha um papel na adaptacédo da
bactéria durante a transicdo do patégeno para o hospedeiro mamifero durante o periodo de
hematofagia em decorréncia da picada do carrapato (COLEMAN et al., 2009).

Vérias proteinas derivadas De variabilis foram associagk a resposta do carrapato a
infeccdo porRickettsia (MACALUSO et al.,, 2001; MULENGA et al., 2003). Entre as
moléculas putativamente identificadagdiferencialmente transcasem resposta a infeccao de
Rickettsiatem-se a proteina ATPase vacuqMerATPase) (PETCHAMPAI et al., 2014a).

Apesar da variabilidade de subunidades em seus dominios, esta enzima hiilipdise de
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ATP para acidificar compartimentos de endocitose mediada por receptor, trafego intracelular
degradacéo de proteinas (WIECZOREK et al., 2009). Varios patégenos bacterianos requerem
as proteinas V-ATPases nas células hospedeiras para fwiktaida intracelularcomo, por
exemplo,em Listeria monocytogenegjue depende desta proteina para a fuga fagossémica
(PORTNOY et al., 1992), e na invasao de células de carrapatds parginale(KOCAN et

al., 2009) A acidificagcé@o de vacuolos ndo impede a infeccadjakettsiado Grupo das Febres
Maculosas, utilizando de proteinas V-ATPased@sos membranares revestidos por clatrina
durante a invasdo de células hospedeiras (MUNDERLOH, 1995; WELCH; REED;
HAGLUND, 2012).

5.2.5 Fosforilacdo

Nos intestinos dos carrapatésnblyommaspp. infectados poR. rickettsii, observouse a
ocorréncia da coexpressado de transcritos para uma sequéncia da proteina Tirosina quinase,
Fosfatase 2B, ativadores de Mitogen quinase MKK4, Lisozima, DnaJ (Hsp40), proteina quinase
de fator de morte, Ciclin T dependente quinase CDK9 e calmodulin sendo reguladas de forma

positiva para ambos 0s carrapatos.

Nos intestinos do carrapato da espécisculptuninfectados por espécies Bekettsia
observou-se a ocorréncia da coexpressao de transcritos para as sequéncias das proteinas da
subunidade reguladora alfa do proteassoma 20S sendo regulados de forma positiva na presenca
de ambas bactérias, havendo transcritos para a subunidade reguladora beta do proteassoma 20S
sendo regulados de forma negativa na presenca de ambas bactérias presente no médulo de

protedlise.

A capacidade dé. phagocytophilunde regular negativamente a expressao génica em
neutréfilos foi associada ao recrutamento de HDAC1 para os promotores de genes alvo pela
proteina contendo motivos de repeticdo de anquirina AnkA (RENNOLL-BANKERT et al.,
2015). Este patogeno ao infectar as glandulas salivares, inibe a morte celular programada,
diminuindo a expressao dos genes pro-apoptoticos como ASK1 e Porin, havendo a regulacao
negativa de Porin (AYLLON et al., 2015) associada a inibicdo de liberagdo mitocondrial do
citocromo C (Cyt c) (DE LA FUENTE et al., 2017) (Figura 40).

Figura40 Modelo de diferentes mecanismos para a inibicdo de apoptose de células raspedeatogenos. N,
nacleo; M, mitocdndria; ER, reticulo endoplasmatico; Cyt ¢, Citocromo c; ASK1, quiragmiladora de sinal
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de apoptose; MKK, proteina quinase ativada por mitdgeno; HDACL1, histona desacetilase 1AMk, A;
PEPCK, Fosfoenolpiruvato Carboxiquinase; FOXO, caixa de garfo O; Hid, Involagi@bdca defeituosa; JNK,
junho amino-terminal quinases; Casp caspases.
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Fonte - De la Fuente et al. (2017).

Na Figura 40, verifica-se diferentes comportamentos entre as moléculas e processos
representados em verde sendo regulados de forma positiva, tanto quanto negativa para
moléculas em resposta a infeccdo em vermelho, variando a resposta a infeccdo com as
moléculas em azyDE LA FUENTE et al., 2017). A bactéria. phagocytophiluninduz o
estresse no ER em células de carrapatos ocasionando a reducao dos niveis de MKKaque inibe
apoptose (VILLAR et al., 2015). Segundo estes autores, outro mecanismo interesgante de
phagocytophilunpara inibir a apoptose € a manipula¢do do metabolismo da glicose, reduzindo
a niveis de PEPCK. No entanto, a infeccéo de células de carrapatos com flavivirus resulta na

regulacéo positiva de genes como Hsp70 que inibem a apoptose (MANSFIELD et al., 2017).

5.3 Evolucéo de proteinas ddickettsia secretadas, excretadas e ou de superficie

As anotacdes de genes sdo notoriamente difaeiRickettsiapor causa do processo de
degradacédo de gene, produzindo numerosos exemplos de um gene em uma espécie que é
interrompida em varios fragmentos curtos em outras espécies. Por meio da analise de

similaridade, obteve-se as sequéncias de aminoacidos de proteinas similares as 91 proteinas de
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membrana da espédie amblyommatigue interagem com as proteinas do carrapato (Dados
suplementares S1P) (Tabela 38). Diante deste quadro, obteve-se dentre as profinas de
amblyommatisque interagiram com as proteinas do carrapatecapularis presentes no

interatoma, algumas arvores filogenéticas (Dados nao publicados).

Dentre os resultados das arvores filogenéticas utilizando de 91 sequéncias de proteinas
do interatoma de membrana & amblyommationtra as proteinas provenientes de 75
genomas de bactérias, observou-se que 13 (15,8&84a)wbres de sequéncias de proteinas de
membrana possuem sequéncias similares e orgyaga espécies drickettsiagque infectam
carrapatos, ndo havendo entre £stgpresenca de sequéncias de proteinas de espécies que
infectam pulgas e, ou piolhos, ou qualquer outro inseto, podenderapresenca de proteina
da espéci®rienthia tsugamushue infecta acaros, possuindo um elo evolutivo Rickettsia
sugerindo haver unstatus de coevolucdo para estas sequéncias que interagiram e sao

moduladoras de determinadas vias moleculares Ridkettsia/Carrapatas

As arvores filogenéticas de proteinas de membranaRidkettsia presentes no
interatoma que continham apenas sequéncias de aminoacidos de proteinas pertencentes de
Rickettsiacapazes de infectar os carrapatos foram as seguintes: sequéncias de proteinas
contendo dominios de repeticdo de tetratricopeptideo (Tpr) IDs KJV62536, KIV625%l.1 e d
sequéncia de proteina chaperona do sistema de secrec¢do do tipo Il (T3SS) ID KJV62562.1; as
sequéncias de proteinas responsaveis pela formacao do sistema de secrec¢éo do tipo IV (T4SS)
KJV62253.1, KIJV62505.1, KJV62535.1, KIJV62563.1, KIJV62597.1 e do tipo II/IV (T2/T4SS)
KJV62252.1;a sequéncia de proteina contendo motivos de repeticdo de anquiria (Ank)
KJV61977.1; e as sequéncias de proteinas ribossonadiltransferases (L11) KJV62584.1 e
KJV62556.1 (Figura 41
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Figura4l Fluxograma de proteinas ortélogas de membrana para as espéRieketitsiaque infectam somente
carrapatos. Destaque para as diferencas de patogenicidade e grupos de classificacdoa@mirdas espécies
e a presenca das proteinas, incluindo espécime do ¢g@rierthia, sendo este um Grupo Ancestral irméo do

géneroRickettsia
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 41, verifica-se o fluxograma para as proteinas de membrana contendo
ortélogos entre as espéciesRlekettsiagque infectam carrapatos Ixodideos e Argasideos, além
de Orienthia que infecta acaros. sfarvores filogenéticas contendo sequéncias de ort®logo
estariam entre as proteinas mais conservadas da espéamblyommati®e espécies de
Rickettsiaque infectam os carrapatos. Visto aqui, também como acarafoih fatos
importantes entre as relacdes ecoldgicas e evolutivas para estas espécies relacionadas, aonde
no primeiro, os carrapatos e acaros estariam agrupados na familia Acari e o outro abrange a

evolucao ddrickettsiae Orienthiaque pertenceremfamilia Rickettsieae.
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Isto demonstra claramente indicios de tal fato, que ocorra e ou., esteja caminhando
paralelamente em uma relagdo coevolutiva entre estes organismos, 0S quais possuindo em
comum um ancestral, que no passado poderia ter adquirido também o ancestral entre estes dois
géneros. No entanto, € sensato colocar que outras bactérias pertencentes a Rickettsieae que néo
pertencem &ickettsiae ouOrienthia,também séo transmitidas somente por carrapatos. Neste
sentido, para as nossas arvores que possuem sequéncias de proteinas ortologas somente de
espécies que infectam os carrapatos, as proteinas dos organisbrenttéasao os ultimos

gue possuiriam parentesco direto com estas sequéncias.

Na grande maioria das arvores filogenéticas, foi observado o agrupamento entre as
proteinas que pertencem as espéRidsellie Rickettsia canadensedo Grupo Ancestral que
infectam os carrapatos. De certa forma, algumas das proteinas destes organismos estdo
presentes entre as que possuem ortologos para as espécies que infectam somente os carrapatos,
demonstrando que estas proteinas poderiam ter seguido uma linha evolutiva em carrapatos. O
que reforcaria a hipotese de coevolucdo entre estas proteinas e os carrapato seria o fato deste
grupo ser seguido do Grupo do Tifo, apresentando separadamente as proteinas para as espécies
R. prowazekie R. typhi,que infectam acaros e especialmente piolhos. Estas proteinas estariam
muito distante destatu coevolutivo entreRickettsiae carrapato. No entanto, a sua auséncia
nestas arvores de proteinas ortélogastre as espécies que infectam os carrapatos e, ou, 0S
seus agrupamentos de forma correta no tempo evolutivo em outras arvores de proteinas de
membrana. Isto demonstrou claramente que estas proteinas percorreram caminhos evolutivos
diferentes, o que poderia ser também abrangido num contexto coevolutivo para os artrépodes
hematéfagos como o ambiente, aonde estes organismos poderiam ter evoluido.

Além destes grupos bem definidos, averiguamos a presenca de proteinas do grupo de
Transicdo com as espécies e, além das espécies. Este grupo apresenta bactérias que infectam
acarosR. akari Ixodideo R. autralis ArgasideoR. hoogstraalii e pulgas R. felise R.
asemboensidhavendo uma mistura entre espéciesRikettsiapertencentes ao Grupo das
Febres Maculosas e Grupo do Tifo, sendo possivel averiguar para as sequéncias de proteinas
uma divergéncia entre a formacao deste grupo, demonstrando haver de fato uma transicao entre
0S grupos das espécies que infectam os carrapatos dos insetos. Dentre as arvores de proteinas

ortélagas, somente sequéncias para a esBébieogstraalidentre estas foram observadas.

As demais sequéncias de proteinas abrangeram a maior diversidade e riqueza de

espécies dRickettsiague infectam os carrapatos pertencentes ao Grupo das Febres Maculosas.



285

Dentre as espécies que pertencem a este grupo mais recente evolutivamente em relacdo aos
outros, observou-se uma separacao de arvores filogenéticas entre as espécies patogénicas e nao
patogénicas. Neste estudo observamos que apds a formacéo do clado das proteinas do Grupo
de Transicédo a ocorréncia do clado entre as proteinas pertencentes as bactérias que infectam
especificamente d. scapulariscom a presenca de. endonssibionté. scapularise R.

bucheneri acompanhadas d® endonnsibionte pacificusalém daR. monacensisolada em

. ricinus, aonde a maioria ndo é patogénica, ou com poucos casos humanos relatados, sugerindo
haver dentro deste género de carrapato um ambiente aonde estas espBRitkettha

poderiam ter evoluido, pertencentes a uma classificacdo antiga antes denominada Grupo da
Rickettsia helvéticeDentre as arvores de proteinas ortolagas, praticamente todas estas espécies

deRickettsiativeram proteinas representadas nestes cladogramas.

Prosseguindo, observamos a ocorréncia das proteinas das efpégientanaR.
rhipicephalis R. raoult R. amblyommiis e R. massileaEsta Gltima anteriormente dava nome
ao Grupo d&Rickettsia massiledDentre as arvores de proteinas ortélagas, somente a espécie
R. raoultndo tiveram proteinas representadas nestes cladogramas. No entanto, na ponta dos
cladogramas observamos o restante das proteinas das espécies iRcljsipdoica, R. argasi
R. heilongjiangensjR. slovaR. sibirica R. africag R, peacockiR. conorij R. parkerie R,
rickettsii, sendo estas a mais patogénica do Grupo das Febres Maculosas. Dentre as arvores de
proteinas ortélagas, praticamente todas estas espécidRicklettsia tiveram proteinas
representadas nestes cladogramas. No entanto houve arvores de proteinas ortdlogas para estas
espécies que infectam somente os carrapatos que se divergiram entre as espécies patogénicas e
nao patogénicas.

Para finalizarmos, algumas arvores apresentaram em seus clados as proteinas mais
conservadas filogeneticamengéntre outras bactériaRickettsides e Anaplasmacea com a
presenca separada de clado Unico garanthia tsugamiche NeoRickettsia risticjialém de
Anaplasma phagophitophilumErlichia chafeensis Wolbachia pipiensise Wolbachia
endosybiontic

As arvores filogenéticas para estas proteinas sugeriram que as pressdes seletivas do
hospedeiro contribuiram para o estado de evolucédo destas sequéncias. Isto até mesmo, para as
proteinas nao ortélogas dRickettsiaque infectam os carrapatos, mas também para outras
bactérias mais distantes que também evoluiram dentro de artropodes. Diante disso, seria

possivel generalizar os resultados obtidos para diversas espécies de carrapatos hospedeiros de
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Rickettsiaque contribuiram possivelmente para a evolu¢cdo de proteinas de membrana de
Rickettsieagabrangendo até as proteinasGteenthiaseu primeiro parente proximo, cors a
quais poderiam ativar e participar de vias funcionais e metabdlicas essenciais nas células destes

hospedeiros da familia Acari.

Diversos autores familiarizados com o estudo da relacao parasito hospedeiro entre estes
organismos, relataram a ocorréncieRilekettsianfectando uma rica diversidade de carrapatos
hospedeiros (PAROLA et al., 2013). Fazendo um gancho com a riqueza e diversidade de
hospedeiros carrapatos, dentre as espéciegkettsiague os infectam e apresentaram arvores
filogenéticas contendo sequéncias de proteinas ortologas entre as espécies que infectam estes

acaros, tém-se:

e A espécieR. hoogstraalliinfecta os carrapatos das espé€asios capensigJapao
Asia), Argas persicusOrnithodoros moubatgAfrica subsariana) pertencentes aos
Argasideos, além de carrapato das espétaesnaphysalis punctamHaemaphysalis
sulcata(Europa) pertencentes ao Ixodideos.

e AespécidR. argasiiinfecta o carrapato da espésigias dewag¢Australia) (Argasideo).

o A espécieR. amblyommatjsnfecta diversos espécies de carrapatmblyommaspp.,
dentre elas, as espécieAmblyomma americanumAmblyomma cajennense
Amblyomma oblongoguttatym Amblyomma ovale Rhipicephalus microplys
Rhipicephalus sanguineu3ermacentor nitense Amblyomma maculatu@gEUA, Costa
Rica, e Panama); sendo encontrada de forma mais comum no carrapato dafespécie
americanum(EUA, América do Norte e Central), além das espégieblyomma
cajennense Amblyomma coelebsAmblyomma neumannAmblyomma longirostre
Amblyomma geayAmblyomma auriculariuniBrasil, Argentina e Guiana Francesa).

e A espécieR. monacensidnfecta os carrapatos das espétkeslies ricinus(Europa),
Ixodes persulcatugTurquia), além de outras espéciesdxalesspp. (Tunisia, Algeria,
e Marrocos Norte da Africa).

e A espécieR. parkerj infecta os carrapatos das espédasblyomma maculatum
Amblyomma americanyrDermacentor variabiligSul dos EUA, América Central e
Norte), além das espéciedmblyomma triste Amblyomma tigrinum(Uruguai,
Argentina, Brasil e Bolivia na América do Sul).

e A espécie R. canadensesjnfecta os carrapatos das espécidaemaphysalis
leporispalustris(Canada e EUA, América do Norte e Central).
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As espécies REISR. buchneriinfectam o carrapato da espéciscapularis(América
Central e do Norte).

A espécie R. rhipicephalj infecta os carrapatos das espécRBipicephalus
haemaphysaloide@aiwan Asia) Rhipicephalus sanguineuRhipicephalus lunulatys
(Africa  Sub-Saharan), Rhipicephalus sanguineus Dermacentor occidentaljs
Dermacentor variabilisDermacentor andersofEUA América do Norte e Central),
Haemaphysalis juxtakocliBrasil Floresta Amazo6nica e Atlantica América do Sul).
A espécieR. philipe infecta o carrapato da espédiermacentor occidentalis
(Califérnia, América do Norte e Central).

A espécieR. belli infecta os carrapatos das espédiEymacentor marginatys
Dermacentor reticulatus, Ixodes ricinGENLAT (old TIBOLA/DEBONEL- Europa)
Dermacentor silvarum Dermacentor reticulatus Dermacentor marginatys
Dermacentor nuttalli Dermacentor niveus(Norte da Asia), Haemaphysalis
ornithophila Haemaphysalis shimogaHaemaphysalis lagrangei Amblyomma
testudinarium(Sul da Asia), havendo espéciesitrmacentorspp. (Marrocos North
Africa).

A espécieR. argasiinfecta o carrapato da espégigyas dewadArgasideo).

A espécieR. sibiricasubsp.Sibirica, infecta os carrapatos das espéflesmacentor
nuttalli, Dermacentor marginatysDermacentor reticulatysDermacentor silvarum
Dermacentor sinicus Haemaphysalis yeniHaemaphysalis concinpae Ixodes
persulcatugSibéria Russia, China, e Mongodlia na Asia

A espécie R. japonica infecta Haemaphysalis flayvaHaemaphysalis hystricis
Haemaphysalis longicornigiaemaphysalis cornigerddaemaphysalis formosengls
ovatus D. taiwanensigJagioe Korea do Sul na Asia).

A espécieR. conorii infectaRhipicephalus sanguine(§lediterraneo Europa, Norte da
Africa). A espécidR. montannainfecta carrapatos das espé&esmacentor andersoni
(EUA e Canada) e Dermacentor variabilis (América do Norte e Central).

A espécieR. heilongjiangensisinfecta os carrapatos das espéditzemaphysalis
concinng Haemaphysalis japonica douglasHaemaphysalis flava, Dermacentor
silvarum(RUssia, China, Korea do Sul, Jap&o na Asia).

A espécieR. massiliaeinfecta os carrapatos das espé&dgpicephalus sanguineus

(Arizona e Califérnia Norte e Centro dos EUA).
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e A espécieR. slova,infecta os carrapatos das espédirmacentor marginatys
Dermacentor reticulatuSENLAT (TIBOLA/DEBONEL Europa), havendo espécie de
Dermacentor spp. (Asia; RUssia, China) Bermacentor marginatusSENELAT
(TIBOLA DEBONEL — Algeria, Marrocos no Norte da Africa).

e A espécieR. rickettsii,infecta os carrapatos das espédd@smacentor andersoni
Dermacentor variabilisDermacentor occidentali®ermacentor niten®Rhipicephalus
sanguineusAmblyomma cajennens@mblyomma americanummblyomma imitatqr
Haemaphysalis leporispalustri€anada, EUA, México, Costa Rica, Panama América
do Norte e Central), havendo as espédasblyomma cajennensémblyomma
aureolatum Rhipicephalus sanguineyérgentina, Brasil, e Colédmbia na América do
Sul).

e A espécieR. africae,infecta os carrapatos das espédiesblyomma variegatum
Amblyomma hebraeumAmblyomma compressumA. lepidum Rhipicephalus
annulatus Rhipicephalus evertsi Rhipicephalus decoloratus Rhipicephalus
sanguineus Rhipicephalus geigyi Hyalomma impeltatum(Africa Sub-Saharan),
havendo a espécieAmblyomma variegatumtrazido da Africa em 1800
aproximadamente (Guadalupe, St. Kitts, Nevis, Dominica, llhas Virgens EUA,
Montserrat, St. Lucia, Martinica, e Antigua; América do Norte e Central, além da
espécieAmblyomma loculosur(ilhas Africanas do Pacificojlyalomma aegyptium

(Asia) (Turquia)Hyalomma dromedariiNorte da Africa sub-Saharan Algeria e Egito).

A proteina Tpr ID KJV625361.1 apresentou uma arvore filogenética contendo sequéncias de
proteinas similares e ortélogas para espéciéaettsiaque infectam somente os carrapatos,
(Figura 19 (Tabela 39). Para as espéciesRiekettsiaque compartilharam estas sequéncias
projetamos a possivel interacao entre as espécies de carrapatos hospedeiros, que poderia ocorrer

com a participacédo direta destas proteinas (Figyta 42



289

Figura42 Fluxograma de projecdo da interacdo entre as espéciRekidtsiaque possuem as sequéncias da
familia de proteinas contendo motivos repetitivos de tetratricopeptideos (Tpspusmarrapatos hospedeiros,

obtidos com o uso do aplicativo Yed Grafics. Destaque para a sequéncia de proteina IBBBIMBRrtencente

a espéciR. amblyommatig\c/Pa e as provaveis espéciesRiekettsiacom proteinas similares podendo infectar
diferentes espécies de carrapatos, conforme relatados na literatura.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 42, verifica-se o fluxograma de projecdo para a interagdo entre espécies de
Rickettsiae carrapatos, sendo possivel a participacdo de Tpr e das proteinas dos carrapatos,

com as quais poderiam interagir e regular a expressao de transcritos, podendo participar na
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ativacdo de proteinas do hospedeiro da familia GTPase envolvidas com o transporte

intracelular.

A proteina Tpr ID KJV62591.1 apresentou uma arvore filogenética contendo sequéncias
de proteinas similares ortélogas somente de espécRiskigtsiaque infectam os carrapatos
(Figura 20) e (Tabela 40). Para as espécidRidkettsiaque compartilharam estas sequéncias
projetamos a possivel interacao entre as espécies de carrapatos hospedeiros que poderia ocorrer

com a participacédo direta destas proteinas (Figyta 43

Figura43 Fluxograma de projecao da interacdo entre as espécRilkdgtsiague possuem as sequéncias da
familia de proteinas contendo motivos repetitivos de tetratricopeptideos (Tpspusmarrapatos hospedeiros,
obtidos com o uso do aplicativo Yed Grafics. Destaque para a sequéncia de proteina IBBK.IVBRrtencente

a espéci®R. amblyommatific/Pa e as provaveis espéeciesRiekettsiacom proteinas similares podendo infectar
diferentes espécies de carrapatos, conforme relatados na literatura.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 43, verificae o fluxograma de projecdo para a interacao entre espécies de
Rickettsiae carrapatos, sendo possivel a participacdo destas proteinas na ativacao de proteinas

do hospedeiro da familia GTPase envolvidas com o transporte intracelular.
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A proteina T3SS KJV62562.1 apresentou uma arvore filogenética contendo sequéncias
de proteinas similares ortélogas somente de espéciRisldtsiaque infectam os carrapato
(Figura 2) (Tabela 41). Para as espéciesRiekettsiaqgue compartilharam estas sequéncias
projetamos a possivel interacéo entre as espécies de carrapatos hospedeiros que poderia ocorrer
com a participacao direta destas proteinas (Figyta 44
Figura44 Fluxograma de projecdo da interacdo entre as espéciRekidtsiaque possuem as sequéncias da
familia de proteinas T3SS, podendo conter motivos repetitivos de tetratricopeflfai@amm seus carrapatos
hospedeiros, obtidos com o uso do aplicativo Yed Grafics. Destaque para iseggnoteina ID KIJV62562.1

pertencente a espédie amblyommatig\c/Pa e as provaveis espécies Riekettsiacom proteinas similares
podendo infectar diferentes espécies de carrapatos, conforme relatados na literatura.
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Na Figura 44, verifica-se o fluxograma de projecdo para a interagdo entre espécies de
Rickettsiae carrapatos, sendo possivel a participacdo destas proteinas na ativacao de proteinas

do hospedeiro da familia GTPase envolvidas com o transporte intracelular.

A proteina Tpr interagiram com distintas proteinas relacionadas a GTPase, em especial
a Rho, sendo relacionadas com processos de invasdo celular e fagocitose, além de outras
proteinas GTPs que atuam na funcionalidade do transporte intracelular e que dizem respeito,
aos processos de translacdo e alongamento na traducdo de proteinas, transporte de proteinas,
regulacdo, formacédo e organizacdo de vesiculas mediando o transporte e a exocitose de
proteinas e outras moléculas; regulacéo da localizagéo, estabilizacdo e organizacdo de proteinas
endomembranas em funcdo de pequenas GTPase, como Rab e Ras, podendo estas sinalizarem
a traducdo mediando eventos de invaginacdo com a formac&o de sinapse entre as vesiculas

endocitarias, levando a fusao das membranas.

No entanto, as sequéncias de aminoacidos das proteinas IDs KJV62536.1, KJV62562.1
e KJV62591.1 tiveram suas proteinas similares agrupadas resumidamente com poucas
diferencas entre as espécieRilkettsiague compartilharam estas trés sequéncias de proteinas.
Para as trés houve a predominancia de espécies ndo patogénicas com espécies apresentando

baixo nivel ou nenhum potencial patogénico e sem caso humano descrito (Figura 45

Figura45 Fluxograma representativo para as espécigiakettsiado grupo ancestral Belli, do grupo Canadense,
do grupo das Febres Maculosas transmitidas por carrapatos com pouco postogéligo e, ou, espécimes
endossimbionticas que ndo ocasionam riquetsioses e se distribuem por dadesdsrpundq obtidos com o
uso do aplicativered Grafics Destaque para as prates Tpr ID KIJV62536 no circulo (azul) e ID KIJV62591 no
circulo (amarelo) e para a proteina T3SS ID KJV62562 no circulo (rosa) petésacR. amblyommatisma
espécie ndo patogénica que possui estas proteinas esspacdauma via de sinalizacdo conservada para
transporte e secre¢do via GTPase.
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Interagao
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R. rhipicephali-— > SFG
> R. massiliae _, :
R. parkeri
b - Sem caso
R-hoogstraall humano descrito
" R. canadensis >GTr

Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 45, verifica-se que apenas as esp&iesnblyommatis, R. buchenneri, R.
hoogstraallie R. monacensiapresentaram as duas proteinas Tpr e uma T3SS se destacando
como aquelas que ndo possuem potencial patogénico, havendo entre as demais espécies do
Grupo das Febres Maculosas as bactérias mais patogénidagkedtsiapara a arvore

filogenética desta proteina.

A proteina Ftsk ID KJV62594.1 apresentou uma arvore filogenética contendo
sequéncias de proteinas similares podendo ser ortdlogas somente de espédkestsiaque
infectam os carrapatos (Figura)2fTabela 42). Para as espécies Rikettsia que
compartilharam estas sequéncias projetamos a possivel interacdo entre as espécies de carrapatos
hospedeiros que poderia ocorrer com a participacéo direta destas proteinas (rigura 46
Figura46 Fluxograma de projecao da interacdo entre as espécRglddtsiaque possuem as sequéncias da
familia de proteinas recombinantes podendo ser responsaveis pelos movimattslat@céo e conjugacéo do
DNA FtskSpolllE, com seus carrapatos hospedeiros, obtidos comdo agticativo Yed Grafics. Destaque para
a sequéncia de proteina ID KJV62594.1 pertencente a eBpésigblyommatidc/Pa e as provaveis espécies de

Rickettsiacom proteinas similares podendo infectar diferentes espécies de carrapatos,ecoeifitados na
literatura.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 46, verifica-se o fluxograma de projecado para a interacdo entre espécies de
Rickettsiae carrapatos, sendo possivel a participacéo destas proteinas na ativacdo de proteinas

do hospedeiro da familia GTPase envolvidas com o transporte intracelular.

No entanto, a sequéncias de aminoacidos da proteina Ftsk ID KJV62594.1 e suas
proteinas similares foram agrupadas resumidamente entre as espé8lekatisiacom
predominancia ndo patogénicas com espécies apresentando baixo nivel ou nenhum potencial
patogénico e sem caso humano descrito (Figura 47
Figurad47 Fluxograma representativo para as espéci&akettsiado grupo ancestral Belli, do grupo Canadense,
do grupo das Febres Maculosas transmitidas por carrapatos com pouco poatogélipo e, ou, espécimes

endossimbionticas que ndo ocasionam riquetsioses e se distribuem por dianesdsrpundq obtidos com o
uso do aplicativored Grafics Destaque para a proteina Ftsk KJV62594 no ciculo (laranja) pertenaéhtes
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amblyommatisima espécie ndo patogénica que possui esta proteina essencial para uma viazdegmot@ihas
recombinantes conjugadora da familia SpolllE.

Interacdo ,  Ftsk
Proteina-Proteinas  KJV62594

O. tsutsugamuch STG Orientia —3 Rickettsieae

R. bellii — GB

:. e .
R. buchnneri ---> e Pofer?c:al
T >  Patogénico

R. amblyommatis SFG Rickettsia -

i Sem caso - -
R. hoogstraalii > humano descrito N-patogénicos

R. canadensis - GTr

Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 47, verifica-se que apenas a espg@citsutsugamuchpresentou a proteina
Ftsk se destacando como aquela entre as espéciBickigtsiaque possuem potencial
patogénico, havendo apenas espécies sem casos humanos descritos ou sem potencial patogénico
do Grupo das Febres Maculosas, Grupo de Transicdo e Grupo Belli.

A proteina T2T4SS ID KJV62252.1 apresentou uma arvore filogenética contendo
sequéncias de proteinas similares ortélogas somente de espéigsettsiaque infectam os
carrapatos (Figura 23Tabela 43). Para as espéciesRiekettsiaqgue compartilharam estas
sequéncias de proteinas similares, projetamos a interacdo entre espécies de carrapatos podendo
ocorrer a participacdo direta destas moléculas (Figyra 48
Figura48 Fluxograma de projecdo da interacdo entre as espéciRilidtsiague possuem as sequéncias da

familia de proteinas do sistema de secrec¢édo do tipo Il/1V, com seus carraspeddiros, obtidos com o uso do
aplicativo Yed Grafics. Destaque para a sequéncia de proteina ID KJV62252.1 pertenceréeieaResp
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amblyommatiAc/Pa e as provaveis espéciesRlekettsiacom proteinas similares podendo infectar diferentes
espécies de carrapatos, conforme relatados na literatura.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 48, verificae o fluxograma de projecdo para a interacao entre espécies de
Rickettsiae carrapatos, sendo possivel a participacéo destas proteinas na ativacao de proteinas
do hospedeiro da familia GTPase envolvidas com o transporte intracelular.
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As proteinas T4SS ID KJV62253.1, KJV62505.1, KJV62503.1, KJV62535.1 e
KJV62563.1 apresentaram uma arvore filogenética contendo sequéncias de proteinas similares
ortélogas somente de espécieRakettsiaque infectam os carrapatos (Figura 24-28) e (Tabela
44-48). Para as espécies Re&kettsiaque compartilharam estas sequéncias de proteinas
similares, projetamos a interacao entre espécies de carrapatos podendo ocorrer a participacao
direta destas (Figura %9
Figura49 Fluxograma de projecao da interacdo entre as espécRglddtsiaque possuem as sequéncias da
familia de proteinas contendo proteinas do sistema de secrec¢éo do tipo IV (TAS&)scarrapatos hospedeiros,
obtidos com o uso do aplicativo Yed Grafics. Destaque para as sequéncias de proteinas 2Z6¥K1V6
KJV62505.1, KJV62503.1, KJV62535.1 e KJV625b6Pertencente a espécie amblyommatifc/Pa e as

provaveis espécies drickettsiacom proteinas similares podendo infectar diversas espécies de carrapatos
conforme relatados na literatura.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 49, verificae o fluxograma de projecdo para a interacao entre espécies de

Rickettsiae carrapatos, sendo possivel a participacéo destas proteinas na ativacao de proteinas
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do hospedeiro da familia GTPase envolvidas com o transporte intracelular.
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A proteina T4SS ID KJV62597.1 apresentou uma arvore filogenética contendo
sequéncias de proteinas similares ortdlogas somente de espdriglsetisiaque infectam os
carrapatos (Figura 27) e Tabela (47). Dentre as espédiaskattsiaque compartilharam estas
sequéncias de proteinas similares, projetamos a interacao entre espécies de carrapatos podendo
ocorrer a participacéo direta destas (Figuna 50
Figura50 Fluxograma de projecdo da interacdo entre as espéciRekidtsiaque possuem as sequéncias da
familia de proteinas do sistema de secrecao do tipo IV, com seus carrapptmehios, obtidos com o uso do
aplicativo Yed Grafics. Destaque para a sequéncia de proteina ID KJV62597.1 pertenespéziaR.

amblyommatiAc/Pa e as provaveis espéciesRiekettsiacom proteinas similares podendo infectar diferentes
espécies de carrapatos, conforme relatados na literatura
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Na Figura 50, verifica-se o fluxograma de projecdo para a interagdo entre espécies de
Rickettsiae carrapatos, sendo possivel a participacdo destas proteinas na ativacdo de proteinas

do hospedeiro da familia GTPase envolvidas com o transporte intracelular.

No entanto, a sequéncias de aminoacidos da proteina dos sistemas de secrecdo do
T2T4SS ID KJV62252.1 e do T4SS ID KJV62253, KIJV62505.1, KIJV62503.1, KIJV62535.1,
KJV62563.1e 1D KJV62597.1 e suas proteinas similares foram agrupadas resumidamente entre
as espécies dRickettsiacom predominancia ndo patogénicas com espécies apresentando baixo

nivel ou nenhum potencial patogénico e sem caso humano descrito (Figura 51

Figura51 Fluxograma representativo para as espécigiakettsiado grupo ancestral Belli, do grupo Canadense,
do grupo das Febres Maculosas transmitidas por carrapatos com pouco postogé&ligo e, ou, espécimes
endossimbionticas que ndo ocasionam riquetsioses e se distribuem por diagesdsrpundq obtidos com o
uso do aplicativered GraficsDestaque para as proteinas T2T4SS ID KJV62252.1 no circulo (verd8pd4
KJV622531, KIV62505.1, KIJV62503.1, KJV62535.1, KIV62563.1 no circulo (reX0)KJV62597.1 no circulo
(azul) pertencentesR. amblyommatisma espécie ndo patogénica que possui estas proteinas espareiama
via conservada de sinaliza¢&do para transporte e secre¢ao.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 51, verifica-se que apenas as esp€rigsutsugamuckdo Grupo do Tifo
Scrub ndo apresentou ortélogo para a sequéncia da proteina T4SS ID KJV62597.1 e a espécie

R. africaedo Grupo das Febres Maculosas ndo apresentou ortdlogo para a sequéncia da proteina
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T2T4SS KJV62252.1. Dentre as demais espécies estas se destacararaakesidpotencial
patogénico, havendo espécies do Grupo das Febres Maculosas ndo patogénicas e com poucos

casos humanos, espécie do Grupo de Transicdo e do Grupo Beli sem potencial patogénico.

A proteina Ank ID KJV61977.1 apresentou uma arvore filogenética contendo
sequéncias de proteinas similares ortélogas somente de espdiesetisiaque infectam os
carrapatos (Figura 29Tabela 49. Para as espécies Béckettsiaque compartilharam estas
sequéncias projetamos a possivel interacdo entre as espécies de carrapatos hospedeiros que

poderia ocorrer com a participacao direta destas proteinas (Figura 52

Figura52 Fluxograma de projecdo da interacdo entre as espéciRekidtsiaque possuem as sequéncias da
familia de proteinas contendo dominios repetidos de anquirina (Ank) com saipstta hospedeiros, obtidos
com o uso do aplicativo Yed Grafics. Destaque para a sequéncia de proteina ID KIVai&T&icente a espécie
R. amblyommatig\c/Pa e as provaveis espéciesRiekettsiacom proteinas similares podendo infectar diversas
espécies de carrapatos conforme relatados na literatura.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 52, verificae o fluxograma de projecdo para a interacao entre espécies de
Rickettsiae carrapatos, sendo possivel a participacdo destas proteinas na ativacdo de proteinas
do hospedeiro envolvidas na fosforilacdo de aminoacidos de proteinas. A sequéncia da proteina
Ank ID KJV61977.1, entre outras proteinas preditas para o modulo de fosforilagéo foi capaz
de interagir com sequéncias de proteinas relacionadas com o metabolismo de proteinas e

aminoécidos por meio da fosforilagdo.

Nos niveis de expressédo e regulacdo das sequéncias de transcritos para os carrapatos
Amblyommaspp. infectados poRickettsiarelacionados com as proteinas ldscapularis
presentes no interatoma de proteinas de membrana e que interagem com a proteina Ank,
verificou-se a sua atuacdo podendo regular processos de modificagbes pds-translacionais de
proteinas, regulacdo positiva do nucleoplasma e transporte nuclear, regulagédo de fatores de
transcricdo, morfogénese, processos intermediarios da organizacéo de citoesqueleto e de morte

celular.

No entanto, as sequéncias de aminoécidos das proteinas Ank ID KJV619771.1 e suas
proteinas similares foram agrupadas resumidamente entre as espéBiekatisiacom
predominancia das espécies mais patogénicas dentro do Grupo das Febres Maculosas, havendo
espécies com nenhum potencial patogénico e sem caso humano descrito (frigura 53
Figura53 Fluxograma representativo para as espéci€akettsiado grupo das Febres Maculosas com potencial
com potencial patogénico e, ou, espécimes endossimbionticas, transmitidaggmatasarque ndo ocasionam

riquetsioses e se distribuem por diversas parte do mobtido com o uso do aplicativeed Grafics Destaque
para as proteinas contendo dominios repetitivos de anquirina (Ank) no d¢iretimelho) pertencentesR.
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amblyommatisuma espécie ndo patogénica que possui estas proteinas espamaiaama via conservada de
sinalizacao para fosforilagdo e metabolismo de aminoacidos, apoptose e epigenia.
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Fonte: Autor deste trabalho.

Na Figura 53, verifica-se que apenas as espdeieamblyommatie R. argasi

apresentaram a proteina Ank se destacando como aquelas que n&o possuem potencial
patogénico, havendo entre as demais espécies do Grupo das Febres Maculosas as bactérias mais

patogénicas dRickettsiapara a arvore filogenética desta proteina.

As proteinas L11 IDs KJV62584.1 e KJV62556.1 apresentaram uma arvore filogenética

contendo sequéncias de proteinas similares ortélogas somente de espRu&sttiaque

infectam os carrapatos (Figura )3(QTabela 50). Para as espécies Rikettsia que

compartilharam estas sequéncias projetamos a possivel interacdo entre as espécies de carrapatos

hospedeiros que poderia ocorrer com a participacao direta destas proteinas (figura 54
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Figura54 Fluxograma de projecdo da interacdo entre as espécRelddtsiaque possuem as sequéncias da
familia de proteinas ribossomais metiltransferase (L11) com seus carrapatos huspalokiiios com o uso do
aplicativo Yed Grafics. Destaque para as sequéncias de prdi2indVv62584.1 e KIJV62556.1 pertencerdes
espécieR. amblyommatisc/Pa e as provaveis espéciesRiekettsiacom proteinas similares podendo infectar

diversas espécies de carrapatos, conforme relatados na literatura.
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Na Figura 54, verifica-se o fluxograma de projecdo para a interacdo entre espécies de
Rickettsiae carrapatos, sendo possivel a participacdo destas proteinas na ativacdo de proteinas
do hospedeiro envolvidas na metilacdo do DNA e histonas. As sequéncias de proteinas (L11)
ribossomais metiltransferases IDs KJV62584.1 e KJV62556.1 foram as Unicas sequéncias

preditas para o modulo de metilacao.

Nos niveis de expressdo e regulacdo das sequéncias de transcritos para espécies de
carrapatofAmblyommaspp. infectados pdrickettsiaspp. relacionados com as proteinas.do
scapularispresentes no interatoma de proteinas de membrana e, que interagem com as proteinas
L11, verificou-se a sua atuacdo podendo participar de vias moleculares sendo capazes de
interagir com as sequéncias de proteinas do carrapato relacionadas com a regulacdo de DNA,
metilacdo de histonas H3-K9, alquilacdo de DNA e aminoacidos, com a formacao do pile de

conjugacao.

No entanto, as sequéncias de aminoacidos das proteinas L11 ID KJV62584.1 e
KJV62556.1 com suas proteinas similares foram agrupadas resumidamente entre as espécies de
Rickettsiacom predominancia das espécies ndo patogénicas dentro do Grupo das Febres
Maculosas e do Grupo Bellii, havendo espécies com nenhum potencial patogénico e sem caso
humano descrito (Figura b5
Figura 55 Fluxograma representativo para as espécieRidkettsiado grupo Belli e do grupo das Febres
Maculosas sem potencial patogénico e, ou, espécimes endossimbionticas, sem nenhumarzsaescrito,
podendo ser transmitidas por carrapatos em diversas partes dq ohtind@ com o uso do aplicatived Grafics
Destaque para as proteinas ribossomais metiltransferase (L11) no circulo (verdegmedeR. amblyommatis

uma espécie ndo patogénica que possui estas proteinas éspangiama via de sinalizacdo conservada para
metilagdo do DNA.
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Na Figura 55, verifica-se que apenas a espédiellipertencente ao Grupo Belli possui
ortdlogos para a sequéncias da proteina L11 entre as espécies do Grupo das Febres Maculosas

sem casos humanos e com pouco potencial patogénico dentre as relacionadas deste grupo.

Diferentemente, das arvores filogenéticas para as sequéncias de proteinas de membrana
da espécieR. amblyommatigelacionadas acima e, apresentando sequéncias similares e
ortélogas para espécies @Rickettsiaque infectam os carrapatos, podendo participar de
processos envolvendo vias de secrecdo celular, transporte intracelular, fosforilacdo de
aminoacidos e metilacédo, as sequéncias da proteina NADH-quinona oxidoredutase subunidade
B ID KJV61958.1 ATP sintase F1 beta subunit ID KJV61174.1 e citocromo B ID KJV61778.1
(Dados ndo publicados), apresentaram arvores filogenéticas enraizadas demonstrando
parentesco com espécies de bactérias que compdem os g@nepdasma Ehrlichia e
Wolbachia dentro deAnasplamaceaalém deOrientia e todos 0s genomas das 26 espécies de

Rickettsia

Estas proteinas estdo relacionadas com processos de respiracao celular, producao de
ATP e energia, atuando na cadeia de transportes de elétrons, com oxidacdo redutiva e
fosforilacdo oxidativa, homeostase com processos metabdlicos oxidativos, além de respostas
de defesa contra virus etc. Além dessas proteinas, foram enraizadas as arvores filogenéticas
para as sequéncias de proteinas succinato desidrogenase flavoproteina ID KJV&1553.1
succinato desidrogenase e fumarato redutase ferro sulfur ID KJV61447.1 (Dados nao
publicados), presentes no modulo de protedlise, as quais estédo relacionadas com 0S processos

celulares de modificacdo e catabolismo de proteinas dependente de ubiquitina.

Duplicacéo génica, transferéncia horizontal de genes e rearranjos gendmicos na evolucao
de Rickettsia

Diversos estudos sugerem que 0s carrapatos possuem vias metabolicas especificas que
interagem com bactérias endossimbiontes, as quais dependeriam do ambiente da célula do
hospedeiro que fornecem os substratos necessarios e compostos quimicos essenciais para a sua
sobrevivéncia devido a evolucéo redutiva (ANDERSSON; KURLAND, 1998; DARBY et al.,

2007; GOTTLIEB; LALZAR; KLASSON, 2015)Muitas das espécies especificas de genes sao

de tamanho pequeno e codificam proteinas hipotéticas com fun¢des moleculares desconhecidas

e sem similaridade com os genes de outras espécies. No entanto, muito tem sido esclarecido
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sobre as taxas e padrfes desta perda de genes (DAILY et al., 2015; FRASER et al., 1997;
HEPBURN; SIMPSON, 2008) e seus efeitos remontando o pass&iokattsia(MERHEJ;
RAOULT, 2011) (Figura 56).
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Figura56 A simbiose de invertebrados e a associacdo com artrépodes apareceram préea@nmeaembros de Rickettsiales, cofaplasma Ehrlichia, Wolbachia
NeoRickettsia Orientia. Destaque para as espéciesRiekettsiaque se relacionaram com protistas unicelulares, como espédilysiidesurgindo anteriormente do que a
espécieR. bellii. SFG, Grupo das Febres Maculosas; TG, Grupo do Tifo; PSE, elementos palinddeRmi®ttsia
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Na Figura 56, verifica-se que a transicaddeettsigpara um estilo de vida intracelular
obrigatodrio dos organismos apresentados em hospedeiros avaliados tem sido associada a perda
de genes, duplicacdo génica e diversificacdo de fungcbes (MERHEJ; RAOULT, 2011). Segundo
estes autores, no entanto, plasmideos conjugais podem ter estado presentes em ancestrais de
Rickettsiae subsequentemente em outras linhagens com seus 0s genomas evoluindo a partir de
duplicacao génica, transferéncia horizontal de genes e rearranjos genémicos con@maleduc
genoma, havendo a presenca de elementos conjugativos em alguns desses genomas
correlacionado com o0 aumento no numero de transposons, 0 que ocasiona uma quebra geral na

sintenia do genoma dRickettsia

Atualmente, sabe-se qus sistemas de secrecédo do tipo IV (T4SS) permitem inserir
proteinas efetoras na célula hospedeira e modular as funcdes geiganraproteinas com um
objetivo de subverter e explorar as fun¢des moleculares do hospedeiro eucarioto (SAHNI et al.,
2013). Segundo estes autores, os T4SS desempenham um papel na transferéncia de DNA para
outras bactérias e para células hospedeiras, podendo adquirir e, ou, inserir 0 material genético
no ambiente extracelular, e na insercao de toxinas, fatores de viruléncia além de dotess efe

no citoplasma do hospedeiro.

Estes motivos estruturais possuem caracteristicas de proteinas eucaridticas, atuando
diretamente na interacdo proteina-proteina nos sistemas moleculares em que atuam, podendo
ser encontradas no genomaRidellii, gue contém genes homodlogos de bactérias intracelulares
de amebas, combegionell pneumopla e Protochlamydia amoebophil@OGATA et al.,

2006). A codificacdo de genes VirB para proteinas que formam o T4SS esta associada ao
parasitismo intracelular, sendo encontradas em todos os genoRekeltsides atuando na
conjugacao genética entre as bactérias (OGATA, 2@38s genes possuem homadlogos em

P. amoebophilao que pode ter sido adquirido de um protista hospedeiro (LAWLEY et al.,
2003; OGATA et al., 2006), ou pode ter sido originado em um clado de bactérias intracelulares
parasitas do ancestral eucarioto de Chlamydialgssteriormente transferidos entre os demais
géneros (GREUB; RAOULT, 2003; SCHMITZ-ESSER et al., 2004).

A presenca de sequéncias curtas de VirB1, VirB2 e VirB7 do T4SS foram identificadas
em 13 genomas dRickettsiado Grupo das Febres Maculosas, sendo o gene VirD4 conservado
com a funcdo de ligacdo ao efetor de moléculas do T4SS, enquanto o gene VirB5, que é
necessario para a montagem do pilus foi reduzido nos genoniiska¢tsiaem fungéo d

estilo de vida intracelular. No entanto, no genomR dgphipertencente ao Grupo do T,
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dominio C-terminal do gene VirB9b necessario para interagbes com as lipoproteinas do gene
VirB7, é altamente truncado, e ndo pode auxiliar na montagem do card$8(GILLESPIE
et al., 2009).

A transferéncia horizontal de genes (HGT) € um mecanismo pelo qual as bactérias
adquirem genes de outras bactérias relacionadas, levando a inovae&olecao de seus
genomas, aumentando sua adaptabilidade para se estabaleu@ros nichos (OCHMAN,;
LAWRENCE; GROISMAN, 2000). O genoma da espé&Rieendonsymbiontic |. scapularis
(REIS) transporta mais de 650 transposons, elementos génicos moveis e amplificados de
Rickettsides, oriundos de genomas de outras bactérias (GILLESPIE et al., 2012). Nos genomas
das espécieRR. felis R. bellii e R. endonsymbiontic I. scapularisram anotadas diversas
sequéncias de proteinas contendo Ank, Tpr e repeticbes ricas em leucina LRR, estando
presentes também nos genomas dos hospedeiros eucariotos, ou tendo sido adquiridas a partir

do genoma ancestral &eckettsia durante o processo de coevolucao (SAHNI et al., 2013).

As proteinas contendo repeticbes de Ankpr foram implicadas na patogénese de
varios patogenos intracelulares obrigatorios (FENN; BLAXTER, 2006; PARK et al., 2004)
implicadas em interacfes patdgeno-hospedeiro (CATUREGLI et al., 2000; CAZALET et al.,
2004). Segundo estes autores, a proteina Tpr foi implicada na capacidageneéemophila
estabelecea infeccdo ou manipular o seu hospedeiro ativando eventtgfdgo celularA
proteina Ank deAnaplasmaspp., Wolbachiaspp. eEhrlichia spp. seria translocada para o
citoplasma e para o nucleo da célula hospedeira, podendo interferir por meio da sinalizacédo ao
interagir com o citoesqueleto, alterando a transcricdo génligmndose a cromatina do
hospedeiro (FENN; BLAXTER, 2006; PARK et al., 2004)analise global flogendbmica entre
as proteinas de algumas espécieRidkettsiarevelou um alto nimero de genes que codificam
Ank e Tpr, estando presentes em quase 4% dos genonrasadie R. felis(OGATA, 2005;
OGATA et al., 2006).

Andlise do transcriptoma gendmico de RNAm isolado da esBéci@noriidemonstrou
gue aproximadamente 15% dos genes, em sua maioria pertencentes ao reparo do DNA e a
osmose por vias de estresse, cultivadas em células Vero e a maioria desses genes, € exclusiva
do Grupodas Febres Maculosas (RENESTO et al., 2008). O perfil de transcricdo global da
espécieR. rickettsii sugeriu que, exceto por mudancas subitas e mudangcas na temperatura
variando entre 37 a 42°C promovalesencadeamento da regulacao diferencial de 56 genes

(ELLISON et al., 2009). No entanto, a exposica®dprowazekiem condi¢des de temperatura
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variando de 37 a 42°C promove 0 aumenta em 23 vezes do numero de genes expressos, dos
quais 57% sao caracterizados como genes induzidos por choque térmico (AUDIA; PATTON,;
WINKLER, 2008).

As espécies deRickettsia codificam poucos reguladores transcricionais quando
comparados com microbios de vida livre, sugerindo que os genes adquiridos durante os estagios
iniciais da evolugcdo deste género sdo responsaveis pelas fun¢des que facilitam a invasdo e
adaptacéo a diferentes hospedeiros (FUXELIUS et al., 2008). Estes autores sugerem que ao
encontrar um ambiente hospedeiro adequado, a maioria dos reguladores de resposta
transcricional ndo essenciais foram deliberadamente perdidos, sendo a aquisicdo de genes e a
perda de genes o principal mecanismo de inieralp adaptacdo entre bactérias e seus
hospedeiros, tanto no estilo de vida patogénico, quanto endossimbiontickdtsides e

outras bactérias.

Os plasmideos abrangem regides genéticas muito grandes, 100 kilobases (kb), incluindo
varios conjuntos de genessua integracdo frequente préximo do loci de RNAt sugere que
muitos deles foram introduzidos em genomas bacterianos através de eventos de transferéncia
mediados por fagos (FOURNIER et al., 2009). Segundo estes autores, na patogenicidade, os
plasmideosio chamados de “ilhas patogénicas” e em endossimbiontes “ilhas simbiodticas” € 0
dogma que os plasmideos nao estéo presentegkaitsiaeae foi refutado, com a eletroforese
em gel de campo pulsado e analiseSdethern blode DNAs em diferentes espécies, o que

sugere que podem estar disseminados no género.

A existéncia de plasmideos, apesar da pressdo exercida pela evolugdo do genoma
redutivo, sugere um papel importante na biologi&itkettsiahavendo entre os plasmideos
das 26 espécies atualmente reconhecidas deste género, a verificacdo que 11 espécies continham
umaquatro plasmideo com um tamanho variando de 12 a 83 kb, possuindo entre 15 a 85 genes
(FOURNIER et al., 2009). Foi verificado entre eles que o pRICO, ultimo ancestral comum dos
atuais plasmideos no géneRickettsia era herdado verticalmente principalmente dos
cromossomos drickettsidOrientia, divergindo verticalmente em um ou varios plasmideos nas
espécies que compdem estes géneros de bactérias (EL KARKOURI et al., 2016). Segundo estes
autores, dos 747 genes codificadores de proteinas, 65% sédo de genes inteiros, com 0s 35%
restantes parcialmente degradados, com os niveis de degradacao variando entre os plasmideos,
relatando entre 16 a 40% em plasmideos maiores (tamanho>47 kpb) e entre 44 a 59% em

plasmideos menores.
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Foi observado que os plasmideos séo perdidos durante a passagem em série a longo
prazo em células cultivadas, o que dificultaria a realizacdo de estudos de ancestralidade par
elucidar um dnico ou multiplos ancestrais (EL KARKOURI et al., 2016). Segundo estes
autores, os plasmideos agruparam-se em quatro grupos putatiidy omo a seguir: Grupo
I Incluiu quatro grandes e trés pequenos plasmideos de cinco espécies: pRra2aautii,
pRhe enR. helveticapRfe, pRfell e pdRfe eR felis pRam32 em Candidatés amblyom
e pRau enR. rhipicephalij Grupo Il Agrupou dois grandes e quatro pequenos plasmideos
pertencentes a cinco espécies: pReisl e pReid2 endosimbionté scapularis pRaf emR.
africag pRam23 em CandidatuR. amblyomii pPRmo emR. monacensi®€ pRpe enmR.
peacokij Grupo Ill Contém cinco pequenos plasmideos de quatro espécies: pRam18 em
CandidatusR. amblyomij pRrh emR. rhipicephalii, pRral enR. raoultie pRma e pRmaB
em R. massiliage Grupo IV Reuniu um grande e um pequeno plasmideo de duas espécies:

pReis3 enR. endosimbiontelel. scapularise pRra3 eni. raoultii.

No entanto, no nivel inter-espécies, os plasmideos pertencentes do mesmo grupo de

Rickettsiamostraram conservacdes de sequéncia variavel (GEORGIADES et al., 2011) (Figura

57).



314

Figura57 Eventos evolutivos que moldaram os plasmideoRidkettsiae Orientia. Os genes utilizados foram
hsp, dnaA, scal2, transposase 1 e 2, fosfolipase, traD, repeticao de leloirtarn-helix e timidilato quinase.
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Na Figura 57, verifica-se que os plasmideofRub&ettsiasdo um espelho da histéria
evolutiva desse grupo bacteriano que envolve processos redutivos, eventos de duplicagcédo e
aquisicao horizontal de genes necessarios para se adaptar a um estilo de vida intracelular em
eucariotos, sendo necessario determinar sua distribuicdo, evolucdo e o seu papel na adaptacdo
e viruléncia no hospedeiro (GEORGIADES et al., 2011). O mecanismo de perda de genes tem
sido uma estratégia bastante difundida na evolucdo dos genonREkeéésides, e foi
descoberto na espédie endosimbiontee |. scapularis sendo a proliferacdo de elementos
genéticos moveis, em particular, um elemento integrador RABEkdttsides Amplified
Genetic Elemeptpresente no cromossomo e nos plasmideos (BALDRIDGE et al., 2008;
GEORGIADES et al., 2011).

A espécieR. endosimbionteéle I. scapulariscodifica nove RAGEs conservados que
incluem o T4SS semelhantes aos encontrados em outras esp&imsetisiacompreendendo

35% do genoma total, tornando este microrganismo um dos elementos méveis bacterianos mais
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plasticos e repetitivos (GEORGIADES et al., 2011). A presenca de RAGE emdosimbionte

del. scapularisfornece a evidéncia mais robusta de que gendgiakettsiaconservadog
associados ao estilo de vida intracelular foram adquiridos por via de mobilidade de elementos
génicos, podendo, através de cordsinvasdes gendmicas, fornecern@sightssobre a origem

dos mecanismos de patogenicidadeRuekettsia(GILLESPIE et al., 2012). Segundo estes
autores, os RAGEs sao a fusédo de genes da famdlgué codificam a proteina de transferéncia

conjugal, podendo ser encontrados entre 0s genes traA e traD.

As espécies deRickettsia compartilham 1,027 genes que provavelmente foram
transferidos verticalmente de "prdRiekettsid, onde a espéciR. bellii manteve todos e=g
enquanto outras espécies, car@rowazekieR. typhi(128 genes perdidos), perda grande
parte destes (GEORGIADES et al., 2011). Segundo estes autores, a perda diferencial de genes
contribuiu para a criacdo de novas espécidiclkettsigpodendo a perda de genes reguladores
terem promovido o aumento de viruléncia em algumas espécies que infectam os carrapatos e
vertebrados mamiferos. A evolugéo redutiva e a perda de genes envolvendo presumivelmente
o operon Tra (FOURNIER et al.,, 2009), moldaram o conteudo de alguns genomas de
Rickettsides, e a transferéncia horizontal de genes desempenharam um papel importante na
evolucdo do genoma destas bactérias baseado na perda de genes e eventos de transferéncia
horizontal de genemmRickettsiaspp.,Anaplasmapp. eOrientia spp. mostrou que ocorreram
varios eventos (GEORGIADES et al., 2011).

Segundo estes autores, 0 ganho genético € um evento conhecido que ocorreu durante a
ewlucdo das espécies &eckettsia havendo o fato de que muitos, dos genes presentes nos
genomas d®rientia, vieram de transferéncia horizontal de genes ancestralmente e incluem
transposases e proteinas contendo repeticdo de anquirina Ank que parecem ter sido adquiridas
de virus e protistas. No entanto, os genes doado®pielatia paraRickettsiaforam obtidos
por Firmicutesspp.,Bacteroidetespp. €Gamma proteobacterispp. com a analise do genoma
completo deO. tsutsugamushievelndo a preseade histidina quinaddk do T4SS, SpoT, Tra
e Tpr (OGAWA et al., 2009). Segundo estes autorepraeinadik atuam como transdutes
de sinal em resposta a mudangas no ambiente, as proteinas da familia SpoT atuam na resposta
a falta de energia, enquanto as proteinas da familia Tra participam da transferéncia de genes

entreRickettsiae outras bactérias.

Os resultados deste trabalho evidenciaram a presemgarte estas proteinas possuindo

sequéncias ortologas paackettsiaque infectam carrapatos sendo as que mais divergiram em
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relacdo as espécies que infectam insetos. A maioria dos ortélogos desempenham funcgdes vitais
na biologia ou no desenvolvimento celular geral sendo fixados em populagdes ou espécies por
selecédo negativa e mesmo assim, ocorrem perdas genéticas, ortdlogos adquirem funcdes novas
ou adicionais e dominios s&o excedidos para uma nova funcdo (GABALDON; KOONIN, 2013;
KANNAN; ROGOZIN; KOONIN, 2014). Segundo este autores, os ortélogos geralmente
possuem estrutura molecular, fungdo, mecanismo de acdo semelhante, residuos conservados
envolvidos na interacdo molecular e arquitetura de dominio entre espécies ou linhagens e
podem ser rastreados até a ultima linhagem ancestral comum onde essa funcdo sg originou
sendo vistos como a base da universalidade dos processos biolégicos celulares gerais, como
transcrigcéo, traducao, localizagéo celular, secrecao, transporte, metabolismo e a capacidade de

anotar genes por homologia, conforme encapsulado na conjectura ortoldgica.

Neste sentido, havendo as associa¢des de carrapato-patdégeno que evoluiram para formar
“relacdes epigenéticas intiniaem que o patdgeno induz reprogramacdo transcricional em
carrapatos infectados, favorecendo a propagacéo de patdogenos, mas também selecionando as
adaptacBes ecolégicas mais adequadas neste acaro, as alteracfes fenotipicas e genéticas
poderiam ser transmitidas para a proxima geragao de carrapatos que evoluiriam para maximizar
a circulacdo de patdgenos na comunidade de hospedeiros. A ocorréncia de evidéncias que 0s
patdgenos transmitidos por carrapatos induzem reprogramacao transcricional em carrapatos
infectados e células de vertebrados por meio de proteinas efetoras, nucleomodulinas secretadas
para controlar a transcricdo do hospedeiro e outros processos nucleares interagindo com a
maquinaria epigenética do hospedeiro para imdwanscricdes de reprogramacédo além de
proporcionar o aumento da aptidéo do carrapato.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho constitui a primeira tentativa de explorar redes de interacdo de proteinas entre
Rickettsiaspp. e carrapatos utilizando métodnssilico para a construcdo do interatoma
putativo entre as espécies estudadas. Obtivemos uma lista de proteinas putativas ,essenciais
havendo evidéncias experimentais e correlatos na literatura. Dentre as proteinas que mais
divergiram em relagcdo as espéciesRiekettsiaque infectam carrapatos em relacdo as que
infectam insetos, observamos as sequéncias das proteinas KJV62556.1 e KJV62584.1
(Ribossomal Ll1llmethyltransferase family protginKJV61977.1 Ankyrin repeat family
protein), KIV62536,1e KJV62591,1 Tetratricopeptide repeat proteinkKJV62562,1 Typelll

secretion low calcium response chaperdregH/SycD) e KJV62253.1Type IV secretory

system Conjugative DNA transfer family proteikstas proteinas constituem um importante
grupo de proteinas dRickettsiaque infectam carrapatos Ixodideos e Argasideos a serem
exploradas como fontes de novos alvos e vias, uma vez que Sao importantes para a
sobrevivéncia do parasita, enquanto ndo possuem similaridade com outras sequéncias de
proteinas de espécies drickettsia que infectam outros hospedeiros. Mais estudos
experimentais sdo necessarios para identificarmos inibidores especificos. Esses resultados
ajudarédo nos futuros esforgos de descoberta de vias para o conRumlkatitsia De importancia

critica é necessario identificarmos e compreendermos quais fgteredistinguem as espécies
patogénicas de ndo patogénicas, considerando os seus hospedeiros natalsseque por
aspectos ecologicos e moleculares lhes permitem invadir e zaidraspedeiros invertebrados e

vertebrados, e quanto isto envolve e manipulacao diretamente das J@aeselo carrapato.
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DADOS SUPLEMENTARES

® As andlises de similaridade contra as proteinas do banco de ddeisap, Psimap, Pfam e String para as proteinas

deR. amblyommatiéDados suplementares Sla-S4a) como paraaapularis(Dados suplementares S1b-S4b);

® Resultados preliminares obtidos para os pares de proteinas que interagerimados nos bancos de dados do

Peimap, Psimap, Pfam e String (Dados suplementares S},c-S4c

® Resultados preliminares obtidos para os pares de proteinas destes ogjanésimteragem, representadas pelos IDs
de identificac&o e com os valoressterefinal e normalizado, por meio das analises de similaridade contreco ba

de dados do Peimap, Psimap, Pfam e String (Dados suplementares §1d-S4d

® Resultados obtidos para os pares de proteinas que interagem, sersdmtagas pelos IDs das proteinas e com os
valores descorecombinado para cada par de interacdo e a distribui¢do binonfiaidéncia de sua ocorréncia em

cada banco de dados, tratando-se do interatoma interespecifico geoal §Dalémentares Sle);

® Resultados preliminares obtidos para as proteinas de membrana preditasuso do aplicativo Signalp 4.1
Tmhmm 2.0c, LipoP 1.0a, Psortb 3.0.4 e Phobius 1.01 (DadEsrsemtares S1f-Skf

® Resultados obtidos dos pares de proteinas de membrana da baetént@rggem com as proteinas do carrapato,
sendo representadas pelos IDs de identificacdo e o nome da prateinada par de interacédo (Dados suplementares
S1g);

® Resultados para os pares de proteinas de membrana que interageeratmma e possui ortélogos pardRa
amblyommatise outras espécies drickettsiaque infectam os carrapatos, sendo representadas pelos IDs de
identificac&o e seus grupos de ortélogos preditos com o wgaidativo OrthoMCL 2.0 (Dados suplementares S1h);

® Resultados preliminares obtidos para averiguar as anotagdes de pratedtacdes de ontologia génica no Uniprot,
descrevendo as fun¢des moleculares e os processos bioldgicos daprésias interfaces de interagdo, sendo
arquivo Excel contendo as entradas, suas correspondéncias e a®eandggntologia génica GO para as
correspondéncias (Dados suplementares S1i); o arquivo Align.html contendthamalntos (Dados suplementares

S2i); e o arquivo Sliminput.txt contendo um resumo dos resultadoapanmtacdes GO (Dados suplementares S3i);

® Resultados de ontologia génica obtidos por meio do uso e andtagéde consenso de interacdo para as proteinas
de membrana da espé&teamblyommatique interagem com as sequéncias de proteinas do caftagzatpularis
obtidos com o uso do pacote BINGO 3.@ES3tes resultados sugerem a presenga de diferentes modulos funcionais
significativos com destaque para os moédulos 0, 4, 13, 18 @btldos por meio do interatoma de proteinas de

membrana (Dados suplementares S1j);

® Resultados preliminares da analise de qualidade inicial para ascegugenicas de alta qualidade e confiabilidade

do sequenciamento com o uso do aplicativo FastQC 0.11.5 (Dados efaleys S1k-S5k);

® Resultados preliminares da andlise de trimagem com a retiradasleqis adaptadores dasadsfazendo o uso dos
aplicativos Trimmomatic 0.36 e novamente do aplicativo FastQQ.®.para averiguarmos a qualidade do

sequenciamento com os dados trimados (Dados suplementares S1I-S5I);

® Resultados da analise da montag&la novd utilizando os arquivos dasadstrimadas (Dados ndo publicados),
obtidas por meio dos aplicativos Trimmomatic 0.36, avaliadastq a qualidade com o uso do aplicativo FastQC
0.11.5 (Dados suplementares S1nm$Para aobtencdo das sequéncias de RNA dos transcritos (Dados néo

publicados), com o uso do aplicativo Trinity 2.5.1;

® Resultados da analise de similaridade com o uso do TBLASTn paraiéedag de proteinas do carrapato presentes

nos madulos funcionais do interatoma de proteinas de membrana asrsequéncias de transcritos de RNA dos
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transcriptomas montados para carrapatasblyommaspp. infectados e nédo infectados fRrickettsiaspp. em

diferentes 6rgdos (Dados suplementares S1n);

Resultados dos IDs de identificacdo das sequéncias de RNA dos wansasittranscriptomas de carrapatos
Amblyommaspp. infectados ou nao pRickettsia com destaque para os valoresald changes a média calculada
para a definirmos, se a expressao destes transcritos é regulada de fornwm qosiégativa, podendo ainda, ndo

haver niveis satisfatrios para esta mensuracéo (Dados suplementares S10);

Resultados da analise de similaridade com o uso do BLASTp paseessde proteinas de membrana que interagem
no interatoma paraR. amblyommatisontra as sequéncias de proteinas provenientes de genomas de ctdtrias ba
e espécies drickettsia sendo representadas pelos ID das proteinas, o ID da proteina similaloeassde confianca

e identidade (Dados suplementares S1p).
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ANEXOS

Anexo 1- Resultados dos alinhamentos das sequéncias génicas das proteinas ortélogas mreshmes1816 e 1050 com o uso do CLUSTAL. Destaque (a) para as
sequéncias génicas obtidas para as bactérias do g&okettsiaque infectam os carrapatos versus as que infectam os insetos, obtidaswaaregioom o uso do TBLASTnN
Destaque (b) para as sequéncias de proteinas obtidas para as bactérias @igéttsiaque infectam os carrapatos versus as que infectam os insetos, oliidamaente

com o uso do BLASTp.

Cluster.1816. TBLASTN
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Cluster.1816.BLASTp.

3l CLUSTZL ©(1.2.4) multiple seguence allgnment
4 amb_prc (1] amkw}rc —~NESENLNEIIGRYONNNFOQTLLNYEYRTEYNLEFIPSIGFERYDYSRASNYR 51
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Cluster.1050. TBLASTn.
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CLUSTAL 0O{1 multiple sequence alignment

4 amb . vs_amb ATGRCARTTAATARTCARRAT CARC CARLAGATAL &0 amb . GRARATATCATTARACTCCGRAGAT CACARRTTATACTGATATAATTRAAGTATARATTAGAR 180
5 amb.l_ vs_amb ATGRCARTTARTRAATCAARATCARCCARARG 51 amb . CGRAGAATATCATTAACTCARACGATCACRAARTTATACTGATATARTTARAATATAARTTAGAR 171
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7 amb . vs_end ATGRACARTTAATRARTCAARATCRACCARRAG—— ATTACTRAZ 51 amkb . GRGAATATCAT CTCGRCGATCACRAATTATACTGATATARTTAAATATARATTAGAE 171
) amb . l:vs:}:mc ATGACARTTAATRARTCAARATCRLACCARRAG—— ATTACTRAZ 51 amb . GRERA LAATTATACTGATATARTTARATATRALTTAGAE 171
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amb . V3 AR TCTTCAR LTCTCCCATATCTGTCACATTRATACCE LT 111 amh.l_vs amb TTALC. o LATRATRALTTGRALGA-——RTCTGR 224
amb . l_vs_er.cl RATCTTCR ATCTCCCATA GTCACATTARTACCE 11E amb . J._Vs end i ARTRRATTGRRRGA-——ATCTE -——TITA ARARGAGATET 224
amb.2 vs_snd GEAATCTTICAATTATCTCCCATATCTIGTCACATTARTACCATATCAGCRAAGRAR 111 43 amb.2 AATAARTTERARGA———ATCTGAG-——-TTATTTARAAGRGATGT 224
amb.l ws buc AR TCTTCARTTATCTCCCATATCTIGTCACATTRRTACCATATCAGCRRAG 11T 3 amb .1 AATLAATTCRALGE———ATCTGAS————TTATTTARLZZGRSATST 224
amb.E:vs:bu: LTTRRTRCCRTATCAGCRRGRR 111 am}:-..’:_ AATRRATTGARRGA-—-—ATCTGAG————-TTA ALLRGRGATGT 224
TTAATACCATATCAGCRAGRR 111 52 amb.]__ TAATAAATTGRARAGA-——ATCTGAG————TTATTTARRAGAGATET 224
ACATTARTACCATATCAGCRAGAR 111 amb .2 A TAATARATTGARAGA-——ATCTGAG————-TTATTTARRAAGRAGATGT 224
iR T e e SRR a amb .1 CCACTTAATGCTATAATAGGCTTTTCGGARATTCTTATGTCGGALRAGAGAT 75
amb.2 wvs_fel amb.2 CCACTTAATGCTATAATAGGCTTTTCGGAAATTCTTATGTOGGARRAGAGAT 75
amb.l v3 pro a amb .l T TAATGCTATA R TEGGTTTTTCAGAGATTTIGATGTCTGARCGAG 75
amb.E_vs_pr-: 7z anb .2 WO TTARTGCTATARTAGGETTTITTICE TTTGATG TERACGAGAT 186
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Anexo 2- Resultados das analises filogenéticas, adotando das sequéncias obtidas por meiadmnadsmultiplos de sequéncias génicas e de aminoacidos das proteinas

ortélogas presentes nos clusteres 1816 e 1050. Destaque (a) para as sequéncias génicas obtidas paracagédremtdriakattsia que infectam os carrapatos versus as que

infectam os insetos, obtidas anteriormente com o uso do TBLASTnN. Destagaea(las sequéncias de proteinas obtidas para as bactérias ddRgéiedisia que infectam

0s carrapatos versus as que infectam os insetos, obtidas anteriormentesoato 8UASTp.
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Anexo 3 - Tabela para anotacdo dos niveis da expressao de traequoiEsciais proteinas putativas para os modulos significativos do interatoma, fazeseddooTblastn
contra as sequéncias adquiridas por meio da montagaovdpara os dados de transcriptomas de integirgarrapatos das espéciesAdrblyommanfectados por espécies

deRickettsia.

Carrapato Rickettsiasp. Mddulo Proteina Fold Nome

A.sculptum R. amblyommatis Fosforilagdo ISCW007014-PA,1 5,153135409 Apoptosis stimulating of P53, putative
A.sculptum R. amblyommatis Fosforilagéo ISCW002027-PA,1 -26,68320468 Myosin regulatory light chain, putative
A.sculptum R. amblyommatis Fosforilagéo ISCW005413-PA,1 -26,68320468 Myosin regulatory light chain, putative
A.sculptum R. amblyommatis Fosforilagdo ISCW001952-PA,1 2,390128659 Oxysterol-binding protein 1A, putative
A.sculptum R. amblyommatis Fosforilagéo ISCW008598-PA,1 -4,119703507 PDZ Calmodulin, putative

A.sculptum R. amblyommatis Fosforilagéo ISCW008263-PA,1 3,575716907 PDZ lonotropic glutamate receptor, putative (Fragment)
A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCWO007722-PA.1 1,335787358 #REF!

A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCW001280-PA.1 -3,33103356 (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative
A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCW004322-PA.1 -3,33103356 (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative
A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCWO004674-PA.1 -3,33103356 (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative
A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCW005039-PA.1 -3,33103356 (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative (Fragment)
A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCWO007947-PA.1 -1,162670625 Cell adhesion molecule, putative
A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCW008682-PA.1 -4,479136884 Cytochrome C oxidase subunit Va
A.sculptum R. amblyommatis Oxidagéo ISCW008740-PA.1 -5,421906103 Cytochrome C, putative

A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCW007028-PA.1 -3,33103356 Glycolate oxidase, putative (Fragment)
A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCW009643-PA.1 1,168502067 Mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative
A.sculptum R. amblyommatis Oxidagéo ISCW003299-PA.1 -16,52261424 NADH-ubiquinone reductase, putative
A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCW001592-PA.1 -3,767308339 Processing peptidase beta subunit, putative
A.sculptum R. amblyommatis Oxidacéo ISCWO000555-PA.1 2,470112416 Succinate dehydrogenase, putative
A.sculptum R. amblyommatis Protedlise ISCW004008-PA.1 4,978307722 20S proteasome, regulatory subunit beta, putative
A.sculptum R. amblyommatis Protedlise ISCW005987-PA.1 -7,532556795 20S proteasome, regulatory subunit beta, putative
A.sculptum R. amblyommatis Protedlise ISCW006948-PA.1 1,899218378 20S proteasome, regulatory subunit beta, putative
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A.sculptum . amblyommatis Protedlise ISCW007217-PA.1 -5,924312929 20S proteasome, regulatory subunit beta, putative
A.sculptum . amblyommatis Protedlise ISCW008949-PA.1 4,978307722 Proteasome, subunit beta, putative

A.sculptum . amblyommatis Resposta ISCW004825-PA.1 -4,377693768 DEAD box ATP-dependent RNA helicase, putative
A.sculptum . amblyommatis Resposta ISCW006171-PA.1 -1,252322277 DEAD RNA Helicase DNA excision repair protein ERCC-6, putative (Fragment)
A.sculptum . amblyommatis Secrecéo ISCW014417-PA.1 4,037032831 143-3 isoform A isoform 2 family protein

A.sculptum . amblyommatis Secregdo ISCW009589-PA.1 -6,230465636 ABC transporter, putative

A.sculptum . amblyommatis Secre¢do ISCW000200-PA.1 3,711917521 Adenylate kinase isoenzyme, putative

A.sculptum . amblyommatis Secrecao ISCW001951-PA.1 -5,804879692 ATPase inhibitor, putative

A.sculptum . amblyommatis Secre¢do ISCW004820-PA.1 4,525266898 DNA-directed RNA polymerase subunit E', putative (Fragment)
A.sculptum . amblyommatis Secregdo ISCW000002-PA.1 -2,800907539 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative
A.sculptum . amblyommatis Secrecao ISCW014265-PA.1 5,001816912 Hsp90 protein, putative

A.sculptum . amblyommatis Secrecéo ISCW000999-PA.1 3,227248105 MRNA export protein, putative

A.sculptum . amblyommatis Secregdo ISCW001340-PA.1 -3,4553449 Myosin heavy chain, skeletal muscle or cardiac muscle, putative
A.sculptum . amblyommatis Secrecao ISCW005985-PA.1 -5,605508524 NADH:ubiguinone oxidoreductase, NDUFV1/51kDa subunit, putative
A.sculptum . amblyommatis Secrecao ISCW004059-PA.1 5,533766122 Protein releasing factor, putative

A.sculptum . amblyommatis Secregdo ISCW000476-PA.1 -8,091013282 Ribosomal protein L11, putative

A.sculptum . amblyommatis Secregdo ISCW008173-PA.1 -11,39214099 Ribosomal protein L15, putative

A.sculptum . amblyommatis Secrecao ISCW005425-PA.1 -6,355806091 Ribosomal protein L17, putative

A.sculptum . amblyommatis Secrecao ISCW005878-PA.1 -25,14344318 Ribosomal protein L2, putative

A.sculptum . amblyommatis Secregdo ISCW002308-PA.1 -2,850726313 Ribosomal protein S12, 30S putative

A.sculptum . amblyommatis Secrecdo ISCW010407-PA.1 6,454272921 Ribossomal Ubiquitin/40S Ribosomal protein S27A fusion, putative
A.sculptum . amblyommatis Secrecdo ISCW013767-PA.1 -3,736631135 Thioredoxin peroxidase, putative

A.sculptum . amblyommatis Secrecéo ISCW008293-PA.1 -4,295960411 WD e F-box domain protein, putative

A.sculptum . amblyommatis Transporte ISCW003422-PA.1 3,583155374 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative
A.sculptum . amblyommatis Transporte ISCW004348-PA.1 -2,085273835 GTPase Rho, putative (Fragment)

A.sculptum . amblyommatis Transporte ISCW009275-PA.1 -1,330433765 GTPase, putative

A.sculptum . amblyommatis Transporte ISCW007186-PA.1 -1,911318033 Tetratricopeptide repeat protein, putative (Fragment)
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A.sculptum R. amblyommatis Transporte ISCW000128-PA.1 2,972788482 Tetratricopeptide repeat protein, tpr, putative
A.sculptum R. amblyommatis Transporte ISCW003700-PA.1 -1,524658648 Vesicle coat complex AP-3, delta subunit, putative
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagédo ISCW001795-PA.1 6,548697376 Casein kinase, putative
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagéo ISCW007936-PA.1 6,548697376 Casein kinase, putative
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagéo ISCW002430-PA.1 5,64390047 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagdo ISCW002994-PA.1 3,460088143 Hsp40 DnaJ, subfamily C, member 13, putative
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagdo ISCW001645-PA.1 3,694395885 Lysozyme, putative
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagéo ISCW005428-PA.1 3,218646275 Mitogen-activated protein kinase MKK4, putative (Fragment)
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagdo ISCW001124-PA.1 6,982901871 Nonmuscle myosin essential light chain
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagdo ISCWO008605-PA.1 4,61729772 Nonmuscle myosin essential light chain, putative
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagéo ISCW007213-PA.1 -2,840345879 PDZ LIN-12 protein, putative
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagéo ISCW004410-PA.1 2,957077606 Protein kinase C terminal domain-containing protein, putative
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagdo ISCW003161-PA.1 3,393630114 Protein phosphatase 2B, putative (Fragment)
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagéo ISCW000084-PA.1 2,570134735 Serine/threonine protein kinase, putative (Fragment)
A. aureolatum R. rickettsii Fosforilagéo ISCWO007829-PA.1 2,632553266 Tyrosine kinase, putative
A. aureolatum R. rickettsii Metilacéo ISCW004721-PA.1 4,684738324 O-methyltransferase, putative (Fragment)
A. aureolatum R. rickettsii Metilac&o ISCW000176-PA.1 3,947486132 Protein arginine N-methyltransferase PRMT1, putative
A. aureolatum R. rickettsii Oxidacéo ISCW005039-PA.1 4,082606866 (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative (Fragment)
A. aureolatum R. rickettsii Oxidacéo ISCW002189-PA.1 5,450143109 Cytochrome C oxidase assembly protein, putative
A. aureolatum R. rickettsii Oxidagéo ISCW008682-PA.1 7,181586512 Cytochrome C oxidase subunit Va
A. aureolatum R. rickettsii Oxidacéo ISCW001817-PA.1 2,907874006 Dimethylglycine dehydrogenase, putative
A. aureolatum R. rickettsii Oxidagéo ISCW005219-PA.1 -2,180802074 D-lactate dehydrognease 2, putative
A. aureolatum R. rickettsii Oxidacéo ISCW000019-PA.1 6,966833045 Fad oxidoreductase, putative (Fragment)
A. aureolatum R. rickettsii Oxidagéo ISCW004580-PA.1 3,208687242 Histona Lysine-specific histone demethylase, putative
A. aureolatum R. rickettsii Oxidacéo ISCW009643-PA.1 -2,087962825 Mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative
A. aureolatum R. rickettsii Oxidacéo ISCW006065-PA.1 3,625188183 Titin, putative
A. aureolatum R. rickettsii Protedlise ISCW007139-PA.1 1,376597953 20S proteasome, regulatory subunit alpha type PSMA7/PRES, putative
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A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCW004008-PA.1 7,497113203 20S proteasome, regulatory subunit beta, putative

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCW006948-PA.1 5,280737615 20S proteasome, regulatory subunit beta, putative

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCW004146-PA.1 -2,246873949 26S protease regulatory subunit 6A, putative

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCW005463-PA.1 -2,57280647 26S proteasome alpha 7 subunit

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCW008741-PA.1 1,806943808 26S proteasome regulatory complex, ATPase RPT6, putative (Fragment)
A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCWO000683-PA.1 1,730318532 ATP-dependent protease PIM1/LON, putative

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCWO007723-PA.1 5,161623247 Nethylmaleimide sensitive fusion family protein

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCW000634-PA.1 4,39274531 Peroxisome biogenesis factor, putative

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCW008144-PA.1 1,002425274 Protease, putative

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCW006222-PA.1 -1,433323418 Proteasome beta2 subunit, putative

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCW008949-PA.1 7,497113203 Proteasome, subunit beta, putative

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCWO007504-PA.1 3,458528168 TATA element modulatory factor, putative

A. aureolatum . rickettsii Protedlise ISCW008933-PA.1 -2,683397528 Transitional endoplasmic reticulum ATPase, putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Resposta ISCW004825-PA.1 5,372329317 DEAD box ATP-dependent RNA helicase, putative

A. aureolatum . rickettsii Resposta ISCWO006171-PA.1 5,17410726 DEAD RNA Helicase DNA excision repair protein ERCC-6, putative (Fragment)
A. aureolatum . rickettsii Resposta ISCW000889-PA.1 2,579326393 Dicer-1, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW004310-PA.1 5,059494737 ABC transporter

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW009589-PA.1 7,657837096 ABC transporter, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW001681-PA.1 4,451591782 ABC transporter, putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW006080-PA.1 2,774367384 ABC transporter, putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Secrecdo ISCWO006081-PA.1 -3,476992064 ABC transporter, putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Secrecdo ISCW009274-PA.1 6,25975105 ADP-ribosylation factor 3

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW007976-PA.1 5,112542861 Ankyrin repeat containing protein

A. aureolatum . rickettsii Secregdo ISCW002574-PA.1 3,001404588 Cytochrome P450, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecdo ISCW004820-PA.1 4,083624328 DNA-directed RNA polymerase subunit E', putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Secregdo ISCW008140-PA.1 3,480605689 Grb2 associated binder (Gab), putative

A. aureolatum . rickettsii Secregdo ISCW010554-PA.1 7,67324752 NADH:ubiquinone oxidoreductase, NDUFS8/23 kDa subunit, putative (Fragment)
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A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW003608-PA.1 4,010458547 PDZ Discs large protein, putative

A. aureolatum . rickettsii Secregdo ISCW003477-PA.1 5,08639146 PDZ domain-containing protein, putative

A. aureolatum . rickettsii Secregdo ISCW001178-PA.1 -2,607099347 Phospholipase C, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW005281-PA.1 4,43719156 PIN domain-containing RNA-binding protein, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW000929-PA.1 15,46125691 PlekhH1, putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Secregdo ISCW009326-PA.1 5,229594305 Protein transport protein sec23, putative

A. aureolatum . rickettsii Secre¢do ISCW000556-PA.1 -3,876065191 Ribosomal processing protein, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecao ISCW000476-PA.1 8,624627272 Ribosomal protein L11, putative

A. aureolatum . rickettsii Secre¢do ISCW008173-PA.1 8,449097771 Ribosomal protein L15, putative

A. aureolatum . rickettsii Secre¢do ISCW005878-PA.1 4,365068557 Ribosomal protein L2, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecao ISCW002021-PA.1 9,64216315 Ribosomal protein L26, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW009206-PA.1 4,359501692 Ribosomal protein S2, 40S putative

A. aureolatum . rickettsii Secregdo ISCW004030-PA.1 -8,248464306 Ribosomal protein, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW010407-PA.1 8,401989381 Ribossomal Ubiquitin/40S Ribosomal protein S27A fusion, putative
A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW009641-PA.1 7,819526888 Sterol response element binding protein cleavage-activating protein, putative (Fragment)
A. aureolatum . rickettsii Secregdo ISCW008220-PA.1 9,410973658 Translation initiation factor 1A

A. aureolatum . rickettsii Secregdo ISCW000011-PA.1 -3,020655094 Translation initiation factor 3 and TGF-beta interacting protein, putative
A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW022766-PA.1 4,256683528 Tumor rejection antigen (Gp96), putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW015782-PA.1 3,236012286 U5 snRNP-specific protein, putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Secregdo ISCW000332-PA.1 3,194240306 WD-repeat protein, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecdo ISCW008108-PA.1 3,198066833 WD-repeat protein, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecdo ISCW009107-PA.1 3,874276438 WD-repeat protein, putative

A. aureolatum . rickettsii Secrecéo ISCW002911-PA.1 -3,813569803 WD-repeat protein, putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW002199-PA.1 2,627671583 Ap-3 complex subunit sigma, putative

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW006433-PA.1 3,409522883 Clathrin adaptor complex, small subunit, putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW002525-PA.1 -2,930507784 GTPase Dynamin, putative

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW004349-PA.1 -1,509872642 GTPase Rho, putative
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A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW006741-PA.1 2,575626949 GTPase Rho, putative

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW004348-PA.1 -1,796138584 GTPase Rho, putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW007252-PA.1 3,393103731 GTP-binding protein, putative

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW000156-PA.1 3,397472476 Guanine nucleotide-binding protein G, putative

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW005645-PA.1 -3,84032269 Lumican, putative (Fragment)

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW000399-PA.1 5,332176431 N-terminal acetyltransferase A complex subunit NAT1, putative

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW000409-PA.1 3,333904536 SET and MYND domain-containing protein (SMYD), putative

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW000128-PA.1 3,054784548 Tetratricopeptide repeat protein, tpr, putative

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW008482-PA.1 5,495893244 Translational initiation factor IF2, putative

A. aureolatum . rickettsii Transporte ISCW003700-PA.1 6,27657569 Vesicle coat complex AP-3, delta subunit, putative
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCW004525-PA.1 -3,920551986 Ankyrin repeat containing protein
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCW005225-PA.1 2,525706586 Apoptosis death- associated protein kinase, putative
A.sculptum . rickettsii Fosforilagdo ISCW008769-PA.1 2,466805728 Cyclin T-dependent kinase CDK9, putative
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCW009238-PA.1 6,100417409 ETS domain-containing protein Elk-4, putative
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCW002764-PA.1 -2,891070487 Mitogen-activated protein kinase kinase MKK4, putative
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCW006910-PA.1 2,403683108 Mitogen-activated protein kinase kinase MKK4, putative
A.sculptum . rickettsii Fosforilagdo ISCW002027-PA.1 -5,865822893 Myosin regulatory light chain, putative
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCW005413-PA.1 -5,865822893 Myosin regulatory light chain, putative
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCWO007865-PA.1 -3,12734368 NADPH Dual oxidase 1, putative
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCW004102-PA.1 3,394702927 PDZ Calmodulin, putative
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCW008263-PA.1 -3,218589386 PDZ lonotropic glutamate receptor, putative (Fragment)
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCW003161-PA.1 4,597232545 Protein phosphatase 2B, putative (Fragment)
A.sculptum . rickettsii Fosforilagéo ISCW008686-PA.1 2,970964769 Serine/threonine protein kinase, putative
A.sculptum . rickettsii Oxidagéo ISCW001280-PA.1 2,625417375 (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative
A.sculptum . rickettsii Oxidacéo ISCW004674-PA.1 2,63465903 (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative
A.sculptum . rickettsii Oxidacéo ISCW005039-PA.1 2,63465903 (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative (Fragment)
A.sculptum . rickettsii Oxidacéo ISCW002944-PA.1 3,069925097 Chloride channel protein 1,2, putative
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A.sculptum . rickettsii Oxidacéo ISCW008682-PA.1 -3,926362469 Cytochrome C oxidase subunit Va

A.sculptum . rickettsii Oxidacéo ISCWO008740-PA.1 -2,424242727 Cytochrome C, putative

A.sculptum . rickettsii Oxidagéo ISCW001817-PA.1 5,055267702 Dimethylglycine dehydrogenase, putative

A.sculptum . rickettsii Oxidacéo ISCW009643-PA.1 4,337082471 Mitochondrial processing peptidase alpha subunit, putative
A.sculptum . rickettsii Oxidacéo ISCW003299-PA.1 -3,87119335 NADH-ubiguinone reductase, putative

A.sculptum . rickettsii Oxidagéo ISCW001465-PA.1 -2,386763085 Thioredoxin H2 protein, putative

A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCW007139-PA.1 -1,102394795 20S proteasome, regulatory subunit alpha type PSMA7/PRES, putative
A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCW005987-PA.1 -1,802927806 20S proteasome, regulatory subunit beta, putative
A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCW006948-PA.1 1,322019697 20S proteasome, regulatory subunit beta, putative
A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCW005463-PA.1 -1,716543449 26S proteasome alpha 7 subunit

A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCWO008741-PA.1 -2,290988466 26S proteasome regulatory complex, ATPase RPT6, putative (Fragment)
A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCW009180-PA.1 -5,024873731 ATPase, putative

A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCW007470-PA.1 1,462033189 ATP-dependent Clp-type protease, putative

A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCWO000683-PA.1 3,152642214 ATP-dependent protease PIM1/LON, putative

A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCW000634-PA.1 1,137799318 Peroxisome biogenesis factor, putative

A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCW008144-PA.1 -4,581327995 Protease, putative

A.sculptum . rickettsii Protedlise ISCW008933-PA.1 1,227648532 Transitional endoplasmic reticulum ATPase, putative (Fragment)
A.sculptum . rickettsii Resposta ISCW000889-PA.1 3,558936528 Dicer-1, putative

A.sculptum . rickettsii Resposta ISCWO000890-PA.1 -2,491887939 Dicer-1, putative

A.sculptum . rickettsii Secrecéo ISCW007915-PA.1 -5,961112843 ABC transporter, putative (Fragment)

A.sculptum . rickettsii Secrecdo ISCW006643-PA.1 -3,1860408 Ap-2 exocyst complex component

A.sculptum . rickettsii Secrecdo ISCW006433-PA.1 -3,365323833 Clathrin adaptor complex, small subunit, putative (Fragment)
A.sculptum . rickettsii Secrecéo ISCW015380-PA.1 -3,425245865 Elongation factor, putative

A.sculptum . rickettsii Secregdo ISCW000327-PA.1 -3,143862146 Neutral sphingomyelinase (N-smase) activation associated factor FAN, putative (Fragment)
A.sculptum . rickettsii Secrecdo ISCW005775-PA.1 -7,518784697 PDZ Syntenin, putative

A.sculptum . rickettsii Secrecéo ISCW000600-PA.1 -3,208290818 PDZ/DHR/GLGF domaincontaining protein

A.sculptum . rickettsii Secrecéo ISCW005878-PA.1 -5,618188388 Ribosomal protein L2, putative
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A.sculptum . rickettsii Secrecéo ISCW007478-PA.1 -9,425546208 Ribosomal protein L4, 60S

A.sculptum . rickettsii Secregdo ISCW002308-PA.1 -4,804750892 Ribosomal protein S12, 30S putative
A.sculptum . rickettsii Secregdo ISCWO007119-PA.1 -3,387136311 Signal recognition particle receptor, alpha subunit, putative
A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW007159-PA.1 -4,467617581 ADP-ribosylation factor 2

A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW009274-PA.1 -5,218356922 ADP-ribosylation factor 3

A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW001558-PA.1 -4,056815006 ADP-ribosylation factor, ARF, putative
A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW005629-PA.1 -5,101843978 AP-3 complex subunit beta-1, putative
A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW002199-PA.1 -4,817111922 Ap-3 complex subunit sigma, putative
A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW003614-PA.1 -6,545881944 Cdc4z2 protein, putative

A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW001040-PA.1 -3,789908355 FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative
A.sculptum . rickettsii Transporte ISCWO006071-PA.1 -7,079785638 GTP binding protein Rab-1A

A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW005274-PA.1 4,302403298 GTPase Dynamin, putative

A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW002525-PA.1 -4,130774024 GTPase Dynamin, putative

A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW003929-PA.1 -3,8893431 GTPase RAS-related protein, putative
A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW002009-PA.1 2,869648713 GTPase Rho, putative

A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW008890-PA.1 -4,898179765 Heat shock protein 70 (HSP70)-interacting protein, putative
A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW001027-PA.1 -3,283081847 Lumican, putative

A.sculptum . rickettsii Transporte ISCW003700-PA.1 -4,704684762 Vesicle coat complex AP-3, delta subunit, putative
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Anexo 4 - Graficos para a anotacao dos niveis da expressdo de transcriteac@ipoproteinas putativas
coexpressas para 0s modulos significativos do interatoma, fazendo o Udwadtm contra as sequéncias
adquiridas por meio da montagem ri®/o para dados de transcriptomas do intestino de espécies de carrapatos

Amblyommespp. infectados pdRickettsiaspp..

Secrecao

] ABC transporter, putative
| ABC transporter, putative
] ABC transporter, putative (Fragment)
] ABC transporter, putative (Fragment)
|| ABC transporter, putative (Fragment)
] Ankyrin repeat containing protein
Ap-2 exocyst complex component
- AP-3 complex subunit beta-1, putative
| Ap-3 complex subunit sigma, putative
I AP-3 Vesicle coat complex, delta subunit, putative
] Atrophin 1 interacting protein 1, aip1, putative...
] Clathrin adaptor complex, small subunit, putative...
] Cytochrome P450, putative
I Grb2 associated binder (Gab), putative
|| GTPase Cdc42 protein, putative
GTPase Dynamin, putative (Fragment)
I GTPase protein sec23, putative
Neutral sphingomyelinase (N-smase) activation...
| N-terminal acetyltransferase A complex subunit...
Ribosomal processing protein, putative
Ribosomal protein L17, putative
I Ribosomal protein L2, putative
Ribosomal protein, putative
] SET and MYND domain-containing protein (SMYD),.
] Sterol response element binding protein cleavage-.
| Syntenin, putative
] Translation initiation factor 1A
| Translation initiation factor 3 ADP-ribosylation
|| Translation initiation factor 3 and TGF-beta...
L Translational initiation factor IF2, putative
| WD-repeat protein, putative

-15 -10 -5 0 5 10 15 20
B A. aureolatum M A. sculptum
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B
|
—— Ap-3 coat complex, delta subunit, putative
I
j— ] FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, ...
|
- GTPase, putative
I
— — Myosin heavy chain, skeletal muscle or cardiac...
I
I Ribosomal protein L17, putative
|
I Ribosomal protein S12 30S, putative
||
— Thioredoxin peroxidase, putative
35 -30 -25 -20 -15 -10 -5 0 5 10

B R. rickettsii B R. amblyommatis

Gréficos destacando os niveis de regulagdo da expressdo de transcritoessoexms intestinos das espécies
dos carrapatos, que interagiram com as proteinas relacionadas ao médulafaecgmerecdo no interatoma de
proteinas de membrana. (A) Niveis de transcritos cooexpressos nos intessircerepatos das espécies
aureolatume A. sculptuminfectados poR. rickettsii.(B) Niveis de transcritos cooexpressos nos intestinos dos
carrapatos das espéciesaureolatune A. sculpturinfectados poR. rickettsii.
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Transporte
A
I Translational initiation factor IF2, putative
! Translational initiation factor 3 ADP-ribosylation
| Tetratricopeptide repeat protein, putative (Fragment)
| SET and MYND domain-containing protein (SMYD),...
I Rotamase, putative
I Prolyl 4-hydroxylase alpha subunit, putative
I N-terminal acetyltransferase A complex subunit...
] GTPase Rho, putative
] GTPase Guanine nucleotide-binding protein G,...
| GTPase Dynamin, putative (Fragment)
[ | GTPase Cdc42 protein, putative
I Clathrin adaptor complex, small subunit, putative...
| AP-3 Vesicle coat complex, delta subunit, putative
I S Ap-3 complex subunit sigma, putative
] AP-3 complex subunit beta-1, putative

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8

B A. aureolatum M A. sculptum

I GTPase, putative

Vesicle coat complex AP-3, delta subunit, putative

M R. rickettsii M R. amblyommatis

Gréficos destacando os niveis de regulagdo da expressdo de transcritoessoexms intestinos das espécies
dos carrapatos, que interagiram com as proteinas relacionadas ao médutafaecicansporte no interatoma de
proteinas ort6logas de membrana. (A) Niveis de regulacéo da expresséo de transekfessns nas amostras
dos intestinos de carrapato da espécisculptumnfectados separadamente porrickettsiie R. amblyommatis
(B) Niveis de regulacdo da expressado de transcritos cooexpressos nas atusstrastinos de carrapato da

espéciéA. sculptuminfectados separadamente porickettsiie R. amblyommatis
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Resposta contra virus

A
I DNA excision repair protein ERCC-6, putative...
—— Dicer-1, putative
T Dicer-1, putative
I DEAD box ATP—dependent RNA helicase, pUtatiVe

HA. sculptum W A. aureolatum

B
I
] Dicer-1, putative
——
N DEAD box ATP-dependent RNA helicase, putative

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4

M R. rickettsii W R. amblyommatis

Gréficos destacando os niveis de regulagdo da expresséo de transcritoessosxms intestinos das espécies
dos carrapatos, que interagiram com as proteinas relacionadas ao médulmfutei@sposta contra virus no
interatoma de proteinas de membrana. (A) Niveis de transcritos cooexpressos nassitestoarrapatos das
espéciesA. aureolatume A. sculptuminfectados porR. rickettsii. (B) Niveis de regulacdo da expressdo de
transcritos cooexpressos nas amostras dos intestinos de carrapato d&espelgtimnfectados separadamente

porR. rickettsiie R. amblyommatis
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Oxidacao
A
I Thioredoxin H2 protein, putative
I —
I NADH-ubiquinone reductase, putative
I
I I Mitochondrial processing peptidase alpha subunit,...
I E—
I — Lachesin, putative
1
I E— Cytochrome C, putative
1
I Chloride channel protein 1,2, putative
]
] (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative

H A. aureolatum W A. sculptum

B
] NADH-ubiquinone reductase, putative
I
] Cytochrome C, putative
I

I — (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative (Fragment)
I —

—— (S)-2-hydroxy-acid oxidase, putative

-25 -20 -15 -10 -5 0 5 10

W R. rickettsii M R. amblyommatis

Gréficos destacando os niveis de regulacdo da expressdo de transcritosessoexmrs intestinos das espécies
dos carrapatos, que interagiram com as proteinas relacionadas ao médulo fueaeiddghio no interatoma de
proteinas de membrana. (A) Niveis de transcritos cooexpressos nos intessircasrdpatos das espéecies
aureolatume A. sculptuminfectados porR. rickettsii. (B) Niveis de regulacdo da expressao de transcritos
cooexpressos nas amostras dos intestinos de carrapato da Aspsécituminfectados separadamente [par

rickettsii e R. amblyommatis
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Protedlise
A
I —
I Protease, putative
S
I ATP-dependent protease PIM1/LON, putative
I E—
I 26S proteasome alpha 7 subunit
]
I — 20S proteasome, regulatory subunit alpha type...
-6 -4 -2 0 2 4 6 8
B A. aureolatum M A. sculptum
B
—
— 20S proteasome, regulatory subunit beta, putative
-10 -8 -6 -4 -2 0 2 4

M R. amblyommatis W R. rickettsii

Gréficos destacando os niveis de regulagdo da expressdo de transcritoessosxms intestinos das espécies
dos carrapatos, que interagiram com as proteinas relacionadas ao médulafdegmwatedlise no interatoma de
proteinas de membrana. (A) Niveis de transcritos cooexpressos nos intdstinmErapatos das espécies
aureolatume A. sculptuminfectados poiR. rickettsii. (B) Niveis de regulagdo da expressao de transcritos
cooexpressos has amostras dos intestinos de carrapato da Aspécipptuminfectados separadamente par

rickettsiie R. amblyommatis
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Fosforilacao

prd

Protein phosphatase 2B, putative (Fragment)

Myosin regulatory light chain, putative

Lysozyme, putative

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, ...
Death-associated protein kinase, putative

Calmodulin, putative

'
oo
'
)]
1
S
{
N
o
N
S
)]
oo

10

B A. aureolatum M A. sculptum

I Myosin regulatory light chain, putative
|

—— lonotropic glutamate receptor, putative (Fragment)
-35 30 -25 -20 -15 -10 -5 0 5 10

M R. rickettsii W R. amblyommatis

Gréficos destacando os niveis de regulacao de transcritos cooexpressos nas espagigsatos que interagiram

com as proteinas relacionadas ao modulo funcional de fosforilag&o no intedatpnaéeinas de membrana. (A)
Niveis de transcritos cooexpressos nos intestinos dos carrapatos das eéspécielatume A. sculptum
infectados poR. rickettsii.(B) Niveis de regulacdo da expressao de transcritos cooexpressos nas ansstras do

intestinos de carrapato da espé&isculptuninfectados separadamente porrickettsiie R. amblyommatis



Anexo 5- Bactérias do géneRickettsiarelatadas em carrapatos. Em destaque as estirpes isoladas e seus hospedeiros*: §e@sagnéoelo - carrapatos infectados; (ii) e

os grifos em verde - carrapatos confirmados como hospedeirasglalnento destas bactérias.

Rickettsia aeschlimannii

Rickettsia monacensis

Rickettsia sibirica

Rickettsia africae

Rickettsia conorii

Rickettsia helvética

Rickettsia massiliae

Rickettsia parkeri

Rickettsia rickettsii

MC16T, Marocos, Africa

IrR/Munich

CCER00000000.1

NZ_LN794217.1

subsp. mongolitimonae HA-91, China, 19 NZ_ AHZB00000000.1
subsp.sibirica BJ-90, Beijing, China, 199 NZ_ AHIZ00000000.1

ESF-5

subsp. conorii Malish 7, Africa do Sul
caspia A-167
subsp. israelensis ISTT CDC1
subsp. indica ITTR

CIP9

MTUS
AZT80

Grand Bay
Tate's Hell
AT#24
"Portsmouth"

lowa
Colombia
Brazil
Sheila Smith, Missoula, MT
Hino, Oklahoma, 1964
Hauke, Clermont, OH, 1986

NC_012633.1

NC_003103.1
NZ_AJUR00000000.1
AJVP00000000.1
NZ_AJHC00000000.1

NC_016931.1

NC_009900.1
NC_016931.1

NZ_LAOKO00000000.1

NZ_LAOO00000000.1

NZ_LAOL00000000.1
NC _017044.1

NC_010263.3
NC_016908.1
NC_016913.1
NC_009882.1
NC_016914.1
NC_016911.1

1.447

1.175
1.217

1.229

1.227
1.132
1.135
1.135

1.158

1.118
1.195

1.223
1.227
1.226
1.228

1.386
1.350
1.332
1.343
1.335
1.340

Hyalomma marginatum*
Rhipicephalus appendiculatus
Hyalomma excavatum
Ixodes ricinus
Amblyomma variegatum

Ixodes ricinus*

Hyalomma asiaticum*
Dermacentor sinicus*
Ixodes ricinus

Amblyomma variegatum*
Rhipicephalus sanguineus
Hyalomma excavatum
RhipicephalugBoophilus)microplus
Rhipicephalus appendiculz

Rhipicephalus sanguineus*
Rhipicephalus pumilio*

Rhipicephalus sanguineus*

Rhipicephalus sanguineus*

Ixodes ricinus*

Rhipicephalus sanguineus*
Rhipicephalus sanguineus*
Ixodes ricinus

Amblyomma maculatum*
Amblyomma maculatum*
Amblyomma triste*

?
Dermacentor variabilis
Amblyomma americanum
Amblyomma maculatum

Dermacentor variabilis*
Humano*
Humano*
Humano*
Humano*
Humano*
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(BEATI et al., 1997)
(PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005b)
(KLEINERMAN et al., 2013)
(PAROLA et al., 2013)
(PAROLA et al., 2013)

(SIMSER et al., 2002)

(SENTAUSA et al., 2012a)
(SENTAUSA et al., 2012a)
(PALOMAR et al., 2012)

(SOCOLOVSCHI et al., 2009b)
(YSSOUF et al., 2014)
(KLEINERMAN et al., 2013)
(YSSOUF et al., 2014)
(YSSOUF et al., 2014)

(SOCOLOVSCHI et al., 2009¢)
(SENTAUSA et al., 2012b)
(ZEMTSOVA et al., 2010)

(PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005c)

(PAROLA; PADDOCK; RAOULT, 2005c)

(CHOCHLAKIS et al., 2012)
(EREMEEVA et al., 2006a)
(MARIE et al., 2012)

(VARELA-STOKES et al., 2011)
(VARELA-STOKES et al., 2011)
(MELO et al., 2015)

?

(HUANG et al., 2011)
(WRIGHT et al., 2015b)
(WRIGHT et al., 2015a)

(COX, 1941)
(HIDALGO et al., 2007)
(BELL; PICKENS, 1953)
(BELL; PICKENS, 1953)

un-ref
un-ref



“Candidatus Rickettsiaamblyommii”

Rickettsia bellii

Rickettsia montanensis

Rickettsia rhipicephali

Rickettsia buchneri

Rickettsia raoultii

Rickettsia slovaca

Arizona

Darkwater, EUA
Ac/Pa, Panama
Ac/37, Rondonia, Brasil
GAT-30v

OSU 95-389, Ohio, EUA
RML Mogi, Brasil

OSU 85-930, Montana, EUA, 1961

3-7-female6-CWPP
HJ#5, Brasil, Mata Atlantica
Ect, EUA

ISO7

Rickettsia endosymbiont Ixodes scapulal

Khabarovsk

13-B

D-CWPP

NC_016909.1

NZ_LAOH00000000.1

NZ_LANR00000000.1

NZ_CP012420.1
NC_017028.1

NC_009883.1
LAOGJ00000000

NC 017043.1

NC_017042.1
NZ_ CP013133.1
NZ_LAOC00000000

NZ_JFKF00000000.1
NZ_CMO000770.1

NZ_CP010969.1

NC_016639.1

1.343

1.949
1.821
2.866
1.378

1.376
1.671

1.217

1.266
1.213
1,067

1.323

1.875

1.260

1.261

Rhipicephalus sanguineus*
Amblyomma cajennense
Amblyomma americanum
Amblyomma parvum

Amblyomma americanum*
Amblyomma cajennense*
Amblyomma cajennense*

?

Amblyomma sculptum
Amblyomma americanum
Amblyomma maculatum
Riphicephalus (Boophilus) microplt
Rhipicephalus sanguineus
Dermacentor variabilis
Ixodes scapularis

Dermacentor variabilis*
Amblyomma aureolatum*
Ixodes ricinus

Dermacentor variabilis*
Dermacentor spp.*.
Amblyomma americanum

?
Haemaphysalis juxtakochi*
Rhipicephalus sanguineus*

Dermacentor variabilis

Ixodes scapulares*
Ixodes scapulares*

Dermacentor silvarum*
Ixodes ricinus

Dermacentor variabilis*
Dermacentor marginatus*
?

(EREMEEVA et al., 2006b)
(GUEDES et al., 2005)
(BERRADA et al., 2011)
(DZUL-ROSADO et al., 2013)

un-ref

un-ref

un-ref
?

(NUNES et al., 2015)
(SAYLER et al., 2014)
(PAROLA et al., 2013)
(PAROLA et al., 2013)
(PAROLA et al., 2013)
(PAROLA et al., 2013)

(TROUT FRYXELL et al., 2015b)

un-ref
(PINTER; LABRUNA, 2006)
(DUBSKA et al., 2012)

(STROMDAHL et al., 2011)
(PAROLA et al., 2013)
(MEAD et al., 2010)

?
(LABRUNA et al., 2007)
un-ref
(WIKSWO et al., 208)

(KURTTI et al., 2015)
(KURTTI et al., 2015)

(MEDIANNIKOV et al., 2008)
(PAROLA et al., 2013)

(KILLMASTER et al., 2016)
(PAROLA et al., 2009)
?
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