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RESUMO

Neospora caninum e Toxoplasma gondii sdo parasitos intimamente relacionados dentro do
filo Apicomplexa, com impacto significativo na medicina humana e veterinaria. N. caninum ¢
uma das principais causas de falha reprodutiva em bovinos, enquanto 7. gondii infecta uma
parte significativa da populacdo humana. Ambos os parasitos compartilham ciclos de vida
complexos, e sua capacidade de secretar proteinas de granulos densos (GRAs) desempenha
um papel fundamental em sua patogénese. As GRAs sdo importantes para a sobrevivéncia
intracelular desses parasitas, pois influenciam as interagdes entre o hospedeiro e o parasito, a
aquisi¢do de nutrientes e a modulagdo das respostas imunologicas do hospedeiro. Apesar da
grande semelhanga entre esses parasitos, poucas pesquisas se concentraram nas GRAs de M.
caninum (NcGRAs), e sua andlise comparativa com as GRAs de 7. gondii (TgGRASs)
continua pouco estudada. O objetivo deste estudo ¢ preencher essa lacuna por meio da
realizacdo de uma analise bioinformatica utilizando bancos de dados publicos, fornecendo
informagdes sobre a conservagdo ¢ a divergéncia de GRAs nesses parasitos. Este estudo
compila e caracteriza uma lista de GRAs em 7. gondii e N. caninum, utilizando bancos de
dados de acesso livre. Andlises bioinformaticas, incluindo ortologia, sintenia, e avaliacdo de
caracteristicas estruturais como a analise de dominio e os motivos conservados, sdo realizadas.
As estruturas 3D das GRAs s3o preditas usando o AlphaFold2, permitindo uma comparagao
detalhada de suas estruturas terciarias. As principais descobertas do estudo incluem a
identificagdo de 185 TgGRAs e 146 NcGRAs ortologas. Essas proteinas exibem identidade
diferentes, com a maioria ficando dentro da faixa de 61-70%, sugerindo variagdes nos papéis
funcionais. Além disso, as diferengas nos dominios transmembrana e peptideos sinais indicam
possiveis disparidades na localizagdo subcelular e na funcionalidade entre as GRAs. A
presenca de outros dominios conservados destaca elementos funcionais compartilhados entre
essas GRAs. A andlise estrutural em 3D revela diferencas e semelhancas na arquitetura
molecular dessas GRAs, esclarecendo ainda mais suas complexidades. Esta pesquisa contribui
para uma compreensao mais profunda dos aspectos moleculares, da diversidade funcional e da
historia evolutiva das TgGRAs e NcGRAs, o que pode ter implicagdes de longo alcance para

o desenvolvimento de intervengdes e terapias para infecgdes de toxoplasmose € neosporose.

Palavras-chave: GRAs; dominios conservados; estruturas 3D; Neospora caninum;

Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

Neospora caninum and Toxoplasma gondii are closely related parasites within the
Apicomplexa phylum, with a significant impact on human and veterinary medicine. N.
caninum 1s one of the main causes of reproductive failure in cattle, while 7. gondii infects a
significant part of the human population. Both parasites share complex life cycles, and their
ability to secrete dense granule proteins (GRAs) plays a key role in their pathogenesis. GRAs
are important for the intracellular survival of these parasites, as they influence host-parasite
interactions, the acquisition of nutrients and the modulation of the host's immune responses.
Despite the great similarity between these parasites, little research has focused on N. caninum
GRAs (NcGRAs), and their comparative analysis with 7. gondii GRAs (TgGRAs) remains
poorly studied. The aim of this study is to fill this gap by carrying out a bioinformatic analysis
using public databases, providing information on the conservation and divergence of GRAs in
these parasites. This study compiles and characterises a list of GRAs in 7. gondii and N.
caninum, using open-access databases. Bioinformatic analyses, including orthology, synteny,
and evaluation of structural features such as domain analysis and conserved motifs, are
performed. The 3D structures of the GRAs are predicted using AlphaFold2, allowing a
detailed comparison of their tertiary structures. The main findings of the study include the
identification of 185 TgGRAs and 146 orthologous NcGRAs. These proteins exhibit different
identities, with the majority falling within the 61-70% range, suggesting variations in
functional roles. In addition, differences in transmembrane domains and signal peptides
indicate possible disparities in subcellular localisation and functionality between GRAs. The
presence of other conserved domains highlights shared functional elements between these
GRAs. 3D structural analysis reveals differences and similarities in the molecular architecture
of these GRAs, shedding further light on their complexities. This research contributes to a
deeper understanding of the molecular aspects, functional diversity and evolutionary history
of TgGRAs and NcGRAs, which may have far-reaching implications for the development of

interventions and therapies for toxoplasmosis and neosporosis infections.

Keywords: GRAs; conserved domains; 3D structures; Neospora caninum; Toxoplasma

gondii.
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1 INTRODUCAO

Neospora caninum, o agente causador da neosporose, ¢ um parasito intracelular
obrigatdrio pertencente ao filo Apicomplexa, um grupo de espécies de parasitos que tém um
impacto significativo na medicina humana e veterindria. (Dubey; Schares, 2011; Bernd et al.,
2021). Desde sua descoberta, N. caninum foi relatado como causador de disfungao do sistema
nervoso em caes e também emergiu como a principal causa de falha reprodutiva em bovinos
em todo o mundo, resultando em perdas financeiras significativas para a industria pecudria
(Risco-Castillo et al., 2020; Yang et al., 2021; Yue et al., 2021). Uma variedade de animais,
principalmente mamiferos como gatos, porcos, ovinos, equinos, bovinos e caprinos, entre
outros, sao hospedeiros intermediarios de N. caninum, mas os cdes domésticos e canideos
selvagens sdo hospedeiros definitivos capazes de realizar o ciclo sexuado no intestino

(Sanchez-Sanchez et al., 2021; Villa et al., 2021; De Campos et al., 2022; Mineo et al., 2022).

J4

Toxoplasma gondii, o agente etiologico da toxoplasmose, ¢ um parasito intimamente
relacionado com N. caninum e presumivelmente a espécie melhor estudada do filo
Apicomplexa (Fereig; Nishikawa, 2020; Amdouni et al., 2021). Estima-se que 7. gondii
infecta cerca de um terco da populacdo mundial de humanos e seja uma infec¢do igualmente
comum em animais selvagens e domésticos (Sanchez; Besteiro, 2021; Qi et al., 2022). T.
gondii infecta os tecidos musculares, bem como o sistema nervoso central, resultando em uma
infeccdo latente que geralmente ndo leva seus hospedeiros a desenvolverem a doenga clinica.
Esta infeccdo pode ser severa em certos grupos, como pacientes imunocomprometidos € o
feto em desenvolvimento em casos de infeccdo congénita na primeira metade da gestacao
(Galal et al., 2022; Waap et al., 2022). Tendo como hospedeiros intermediérios quase todos
os vertebrados de sangue quente, os felideos sdo os hospedeiros definitivos de 7. gondii, onde
se da o ciclo de replicagdo sexuada do parasito no intestino destes animais, com posterior
elimina¢do no ambiente de formas resistentes, porém infectivas (Borkens, 2021; Ahmadpour

et al., 2023).

Os ciclos biolégicos de T. gondii e N. caninum s3ao complexos, envolvendo diferentes
estagios e hospedeiros. A infeccdo por esses parasitos pode acontecer por meio do contato
com animais infectados ou suas fezes, consumo de alimentos ou agua contaminados, ou
ambos (Mukhopadhyay; Arranz-Solis; Saeij, 2020; Anghel et al., 2021). Ambos os parasitos
tém trés estagios infecciosos, que incluem esporozoitos, que estdo contidos em oocistos € sao

criados no intestino do hospedeiro definitivo; taquizoitos, que sdo a fase proliferativa e
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causadora de doencas; e os bradizoitos, que sdo encontrados na fase de laténcia e se
proliferam gradualmente para formar cistos teciduais, os quais podem persistir por periodos
prolongados sem desencadear respostas inflamatérias (Fereig; Abdelbaky; Nishikawa, 2021;

Pan et al., 2022).

Ao invadir células hospedeiras, aderir as membranas celulares e se desenvolver no
vacuolo parasitoforo (PV), uma organela membranosa especializada onde os parasitos se
replicam, 7. gondii e N. caninum liberam proteinas produzidas em organelas secretoras
chamadas micronemas (MICs), roptrias (ROPs) e granulos densos (GRAs) (Risco-Castillo et
al., 2020; Yang et al., 2021). A secrecao de proteinas de granulos densos (GRAs), ¢ uma parte
crucial da estratégia de sobrevivéncia intracelular desses parasitos, que ¢ essencial para as
interagdes parasito-hospedeiro e o desenvolvimento do PV (Mercier et al., 2005; Yang et al.,
2021; Abdou et al., 2022). No lumen do PV, existem nanotibulos curvos de membrana que
tém o duplo propdsito de captar nutrientes dos hospedeiros e fixar os parasitos a membrana
vacuolo parasitoforo (PVM), mantendo o ambiente de crescimento intracelular para os
taquizoitos. Esses tibulos membranosos sdo estabelecidos por GRAs juntamente com lipidios,
formando a estrutura da rede intravacuolar (IVN) (Guevara; Fox; Bzik, 2020; Risco-Castillo

et al., 2020; Dong et al., 2021).

As GRAs desempenham vérias funcdes, como influenciar as respostas imunes do
hospedeiro, adquirir nutrientes, alterar a estrutura do vacuolo parasitéforo e manipular as vias
de sinalizacdo dentro da célula hospedeira (Yu et al., 2021; Yue et al., 2021). Certo nimero
de GRAs foram encontradas e caracterizadas em N. caninum. Por exemplo, NcGRA7,
resultou ser um fator essencial de viruléncia, ja que permite a invasdo da célula hospedeira e
também ¢ capaz de modular a resposta imune do hospedeiro (Nishikawa et al., 2018). Por
outro lado, observou-se que a proteina NcGRA7 pode regular a apoptose da célula hospedeira
e as vias de sinalizagdo imune através da formacdo de complexos com proteinas do
hospedeiro (Wang et al., 2021; Abdou et al., 2022). Outras GRAs que estdo envolvidas na
aquisi¢do e manuten¢do de nutrientes sio NcGRA2 e NcGRA®6, estabelecendo ¢ mantendo o

PV eIVN (Yue et al., 2021).

Da mesma forma, 7. gondii possui uma variedade de GRAs que auxiliam na sua
patogénese. Por exemplo, foi observado que a proteina TgGRAI1, ¢ necessaria para a
replicagdo do parasito nas células hospedeiras, contribui também para a evasdo imune,
invasdo da célula hospedeira e o desenvolvimento da membrana do PV (Griffith; Pearce;

Heaslip, 2022). Outras GRAs envolvidas no controle da resposta imune do hospedeiro e no
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aumento da sobrevivéncia do parasito dentro do hospedeiro sio GRA2, GRA3, GRA4, GRA7,
GRAS8, GRAY9, GRA12, e GRA60 (Guevara; Fox; Bzik, 2020; Dong et al., 2021; Griffith;
Pearce; Heaslip, 2022; Zheng et al., 2023).

Embora estudos tenham mostrado altos niveis de similaridades entre esses dois parasitos
(Ma et al., 2020; Fereig; Omar; Alsayegh, 2022), poucos relatos de pesquisas focaram nas
funcdes das GRAs de N. caninum, ¢ também na analise comparativa dessas GRAs entre os
dois parasitos (Dong et al., 2021; Zhao et al., 2021). Até agora, a maioria das NcGRAs foram
encontradas individualmente por meio de diferentes técnicas como a identificagdo por
biotinilagdo por proximidade (BiolD), uma abordagem que utiliza uma proteina GRA
conhecida como isca para descobrir outras proteinas (Nadipuram et al., 2020; Yang et al.,
2021). Buscas bioinformaticas também estdao sendo utilizadas para identificar novas GRAs de
N. caninum que mostram semelhancas com as conhecidas proteinas de granulos densos do T.
gondii (TgGRASs) (Dong et al., 2021; Yang et al., 2021; Lu et al., 2023). Um dos bancos de
dados publicos utilizados para esse fim é Toxoplasma Informatics Resources Database
(ToxoDB - VEuPathDB), uma ferramenta de livre acesso que disponibiliza aos usuarios dados
gendmicos e funcionais das proteinas especificas para organismos da classe Conoidasida,
incluindo os parasitos 7. gondii ¢ N. caninum (Harb; Roos, 2020; Hu et al., 2022; Mayoral et
al., 2022).

Avangos recentes na tecnologia de imagem das proteinas mudaram significativamente o
estado de visualizagdo de resolugdo bidimensional (2D) para tridimensional (3D). Por esta
razao, a DeepMind langou oficialmente seu novo Banco de Dados de Estruturas de Proteinas
AlphaFold (AlphaFold2) (Jumper et al., 2021; Ivanov et al., 2022). Usando a sequéncia
primaria predita de aminoacidos e sequéncias alinhadas de homologos como molde, a rede
AlphaFold2 prevé diretamente as coordenadas 3D de todos os atomos pesados para uma
determinada proteina, ajudando a mapear as diferencas e semelhangas entre proteinas
homologas, e também servindo como uma ferramenta util para comparar as estruturas das

GRAs de N. caninum e T. gondii (Zweckstetter, 2021; Keskin Karakoyun et al., 2023).
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2 JUSTIFICATIVA

Até o momento, poucos estudos examinaram o0s processos de interacdo parasito-
hospedeiro em relagdo as proteinas de granulos densos em N. caninum. Dado que as GRAs
desempenham uma variedade de papéis cruciais na regulagdo da relagdo entre o parasito e a
célula hospedeira, ¢ muito importante identificar novas GRAs de N. caninum, caracterizar o
seu envolvimento na patogénese do parasito e compreender as semelhangas destes GRAs com
proteinas ortélogas num parasito melhor estudado, o 7. gondii. Neste contexto, esta pesquisa
visa fornecer informagdes sobre a conservacdo e divergéncia de ortdlogos de GRAs entre M.
caninum ¢ T. gondii. Isso ajudard no desenvolvimento de intervencdes direcionadas, como
novas medidas terapéuticas, ferramentas de diagnostico e vacinas para controlar a neosporose
e a toxoplasmose, duas doengas importantes com impactos significativos na satide animal e

humana.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL:

Comparar, por meio de analises bioinformaticas utilizando bases de dados publicas, as

proteinas preditas e descritas de granulos densos (GRAs) de N. caninum e T. gondii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Gerar uma lista de GRAs a partir dos dados disponiveis em diferentes bases de dados de

livre acesso.

- Avaliar mediante analises de ortologia e sintenia a presenga das proteinas listadas nos dois

parasitos.

- Comparar mediante caracteristicas estruturais das GRAs presentes nos dois parasitos como

peptideo sinal, dominios transmembrana e outros dominios conservados.

- Analisar a confiabilidade dos modelos 3D preditos das GRAs comuns dos dois parasitos

pelo AlphaFold2.

- Comparar os modelos 3D do AlphaFold2 entre os dois parasitos, buscando diferencas ou

semelhancas na estrutura terciaria das proteinas.
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4 METODOLOGIA
4.1 IDENTIFICACAO E COMPILACAO DE DADOS DE PROTEINA

O objetivo principal desta pesquisa é executar uma analise comparativa abrangente das
proteinas de granulos densos (GRAs) em 7. gondii e suas ortologas correspondentes em .
caninum. Portanto, foi realizada uma compilacdo de todos os genes reconhecidos e descritos
como granulos densos, fazendo referéncia a publicagdes académicas disponiveis no PubMed,
bem como consultando bancos de dados de acesso livre, como NCBI, ToxoDB, Uniprot e

GenBank.

Além disso, empregando os recursos fornecidos pelo banco de dados ToxoDB
(https://toxodb.org/), foi realizada uma exploracao detalhada dos genes preditas como GRAs
por meio do modelo HyperLOPIT (Barylyuk et al., 2020) para 7. gondii. Em seguida, a
ferramenta OrthoMCL DB (https://orthomcl.org/) e ToxoDB foram empregadas para examinar
e identificar genes ortologos e sinténicos em N. caninum correspondentes a cada proteina da
lista compilada. Ortologia ¢ a relagdo entre genes em diferentes espécies que se originaram de
um ancestral comum. Os genes ortdlogos, evoluidos através da especiagdo, mantém fungdes
semelhantes apesar das mudancas evolutivas (Lechner et al., 2014). Sintenia envolve o
arranjo fisico dos genes nos cromossomos. Genes no mesmo cromossomo herdados juntos
formam uma relagdo sinténica (Liu; Hunt; Tsai, 2018). Essa abordagem sistematica estabelece
a base para a analise comparativa rigorosa das GRAs e suas ortdlogas, facilitando uma
compreensdo mais profunda das fungdes e da evolucdo dessas proteinas nas duas espécies de

parasitos.

4.2 EXTRACAO DA INFORMACAO E DAS SEQUENCIAS DAS PROTEINAS

Para facilitar a comparagdo das proteinas, uma série de atributos estruturais foi extraida,
abrangendo detalhes como tamanho da proteina, peso molecular, local gendmico e a presenca
ou ausé€ncia de dominios transmembrana e peptideos sinais. Além disso, a analise incluiu a
identificacdo de dominios conservados anotados. Essas percepcdes estruturais foram obtidas
com o uso dos bancos de dados ToxoDB, um recurso do VEuPathDB Bioinformatics Resource
Center (https://toxodb.org/toxo/app/). Para permitir uma andlise mais aprofundada, as

sequéncias de proteinas pertinentes foram extraidas no formato FASTA. Esse conjunto de
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dados e informagdes estruturais serve como base para a investigagdo comparativa, facilitando

uma exploragdo detalhada das proteinas de interesse.
4.3 ALINHAMENTO DE PROTEINAS E CALCULO DE IDENTIDADE

As sequéncias foram submetidas a alinhamento no formato FASTA, utilizando o
algoritmo Clustal Omega, disponivel no Conway Institute da University College Dublin
(UCD) (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Esse processo de alinhamento foi
realizado com o objetivo principal de identificar e quantificar as similaridades e disparidades
presentes nas sequéncias de aminodacidos. Para validar a integridade do alinhamento, os
resultados foram cruzados com dominios funcionais estabelecidos, atributos estruturais e

dados empiricos, garantindo assim a fidelidade da andlise.

4.4 ANOTACAO DE PEPTIDEO SINAL E DOMINIOS TRANSMEMBRANA

Para validar as informagdes obtidas do ToxoDB, foi realizada uma analise para anotar os
peptideos sinais, dominios transmembrana e outros dominios evolutivamente conservados. A
principal fun¢do do peptideo sinal ¢ direcionar a proteina para um compartimento celular
especifico, geralmente o reticulo endoplasmatico (RE) em células eucaridticas (Freudl, 2018).
A principal fun¢do do dominio transmembrana ¢ manter a proteina dentro ou através da
membrana. Proteinas com dominios transmembrana geralmente funcionam como receptores,
canais ou transportadores, permitindo a passagem controlada de moléculas através da
membrana (Guna; Hegde, 2018). A predi¢do de peptideos sinais foi executada por meio de
varios modelos, incluindo o SignalP 6.0, acessivel via DTU Health Tech’s Bioinformatic
Services (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/), o InterProScan do Instituto
Europeu de Bioinformatica (EMBL - https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/) ¢ o
Phobius, oferecido pelo Centro de Bioinformdtica de Estocolmo (SBC -
https://phobius.sbc.su.se/). Para a identificacdo de dominios transmembrana, foi adotada uma
abordagem paralela, empregando o TMHMM 2.0, disponivel por meio do DTU Health Tech's
Bioinformatic Services, o UniProt (https://www.uniprot.org/) e o Phobius. Essa andlise
conjunta teve como objetivo aumentar a precisdo ¢ a eficidcia dos dados, refor¢ando a

confiabilidade dos resultados.

4.5 ANOTACOES FUNCIONAIS E ANALISE DE DOMINIO
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Para compreender os mecanismos complexos subjacentes as variagdes de patogenicidade
e especificidade do hospedeiro atribuidas as proteinas de granulos densos (GRAs), foi adotada
uma abordagem multifacetada. A fungdo molecular, os processos bioldgicos e o0s
componentes celulares associados a essas GRAs foram anotados por meio da utilizagdo do
recurso Gene Ontology (GO), que pode ser acessado pelo National Human Genome Research
Institute (https://www.uniprot.org/help/gene_ontology). Esse processo de anotacdo esclareceu
os papéis funcionais ¢ o envolvimento dessas GRAs no contexto da patogenicidade e da

especificidade do hospedeiro.

A investigacdo se estendeu a exploracdo de dominios conservados adicionais € motivos
funcionais presentes nas sequéncias de proteinas. Essa exploracdo foi facilitada por duas
ferramentas importantes: a ferramenta Conserved Domain Database (CDD), disponivel em
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi, CDD-NCBI), e o [InterProScan
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/). Essas ferramentas complementares foram
empregadas para descobrir dominios e motivos conservados, fornecendo mais informagdes

sobre os atributos estruturais e funcionais das proteinas analisadas.

4.6 ANALISE ESTRUTURAL

Para obter conhecimentos mais profundos sobre essas GRAs, suas estruturas
tridimensionais (3D) foram preditas por meio da aplicagdo de técnicas avangadas de
modelagem computacional. O AlphaFold2, uma ferramenta de modelagem desenvolvida pela
DeepMind Technologies em Londres, Reino Unido, foi empregada para essa finalidade.
(https://alphafold.ebi.ac.uk/). A confiabilidade dessas estruturas preditas foi avaliada de

acordo com os intervalos de confianca associados fornecidos pelo AlphaFold?2.

Posteriormente, as estruturas 3D preditas geradas por meio dessa técnica foram baixadas
para uma analise comparativa mais aprofundada, com o objetivo principal de revelar a
identidade, as semelhancas e as disparidades na estrutura terciaria dessas proteinas. Essa
andlise estrutural foi realizada com o auxilio do PyMOL v. 2.5.5, (PyMOL System software,
Schrodinger, Inc.), e o algoritmo  FATCAT - = Pairwise  Alignment
(https://fatcat.godziklab.org/fatcat/fatcat_pair.html). Essas ferramentas analiticas foram
fundamentais para a analise aprofundada das estruturas 3D extraidas, permitindo uma

exploragdo das caracteristicas estruturais das GRAs.
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4.7 INTEGRACAO E ANALISE ESTATISTICA

As outras analises estatisticas foram feitas usando GraphPad Prism v. 9.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Testes de normalidade e homogeneidade foram realizados
para determinar a distribuicdo dos dados. Posteriormente, testes ANOVA ou Kruskall-Wallis
foram realizados para determinar diferengas entre grupos e testes de comparacao multipla
para examinar comparagdes entre grupos. Todos os resultados foram expressos como média e
desvio padrao se tiverem distribuicdo normal, ou mediana e¢ erro médio se ndo tiverem

distribuicdo normal. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

S RESULTADOS

5.1 As GRAs de Toxoplasma gondii, sua ortologia, sintenia em Neospora caninum e a

identidade das proteinas.

Considerando o conjunto coletivo de proteinas de granulos densos de 7. gondii (TgGRAs)
documentadas na literatura cientifica existente (PubMed), bancos de dados de acesso livre
como NCBI, ToxoDB, Uniprot, GenBank, bem como as proteinas preditas como TgGRAs por
meio da aplicagdo do modelo HyperLOPIT, foi obtido um total cumulativo de 185 TgGRAs.
Apo6s a implementagdo detalhada de técnicas de agrupamento ortdlogo (OrthoMCL DB) e
sinténico (ToxoDB) nesse conjunto de TgGRAs, foi determinado que 146 proteinas
apresentam uma relagdo ortdloga e sinténica em N. caninum. Vale ressaltar que todas as

proteinas ortdlogas utilizadas nesse estudo foram as ortélogas que o ToxoDB indicou.

Na analise realizada com a ferramenta de alinhamento Clustal Omega, observou-se que
as identidades das proteinas de 7. gondii e N. caninum ndo apresentam preservagdo completa
apds o alinhamento das sequéncias das GRAs listadas. As porcentagens de identidade
observadas exibem um espectro que varia de 20% a 100% de identidade, com a maioria das
identidades na faixa de 61 a 70%, conforme ilustrado visualmente na Figura 1. E importante
observar que algumas GRAs significativas como CST4 (61,90%), CST9 (63,01%) e GRA12A

(65,25%), foram encontrados dentro dessa faixa de identidade.

Entre essas sequéncias de proteinas, a GRA3 surgiu com a menor identidade de proteina
observada, registrando apenas 27,66%. Por outro lado, uma GRA predita e ainda ndo descrita
experimentalmente, TGME49 272350 / NCLIV_ 034950, apresentou a maior porcentagem de

identidade por meio do alinhamento realizado pelo Clustal Omega, chegando a 95,29%.
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Figura 1: Distribuicdo de identidades de proteinas em sequéncias de GRAs. Intervalo de porcentagens de
identidade de proteina resultante do alinhamento Clustal Omega das sequéncias de GRAs ortdlogas em
Toxoplasma gondii e Neospora caninum. As porcentagens de identidade variam de 20% a 100%, com mediana
no intervalo de 61% a 70%.

5. 2. Analise dos Dominios Transmembrana e do Peptideos Sinais de TgGRAs e

NcGRAs

Foi realizada uma analise detalhada dos dominios transmembrana e peptideos sinais no
conjunto de dados de 146 TgGRAs e NcGRAs utilizando o algoritmo do Phobius (que foi
escolhida devido a sua alta confiabilidade e precisdo). Nessa analise, foi observado que um

subconjunto de TgGRAs e NcGRAs possui dominios transmembrana.

Entre o conjunto total de dados de 146 TgGRAs, apenas 63 deles apresentam a presenga
de dominios transmembrana (conforme ilustrado na Fig. 2A). Da mesma forma, verificou-se
que um total de 52 NcGRAs possuiam esse dominio (ilustrado na Fig. 2B). Vale ressaltar que
esses dominios transmembrana niao s3o nas mesmas TgGRAs e NcGRAs. Essa ocorréncia
discrepante de dominios transmembrana entre TgGRAs e NcGRAs aponta para possiveis
distingdes em sua localizagdo subcelular ou papéis funcionais, que sao aspectos primordiais

da biologia parasitaria.
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A analise do algoritmo do Phobius revelou também que um subconjunto de TgGRAs ¢
NcGRAs possuem peptideos sinais, uma caracteristica frequentemente associada a proteinas
destinadas a secrecdo ou a localizagdo na membrana. Especificamente, do total de 146
TgGRAs, 62 foram identificados como possuidores de peptideos sinais (conforme ilustrado na
Fig. 2C), enquanto um padrao semelhante foi observado nos NcGRAs, com 60 membros
exibindo peptideos sinais (Fig. 2D). A presenca de peptideos sinais em um namero
consideravel desses GRAs sugere seu possivel envolvimento em interagdes com células

hospedeiras, bem como suas fungdes na secrecao de moléculas efetoras.

B
T. gondii N. caninum
Transmembrane Domain Transmembrane Domain
Bl 63 Yes Hl 52 Yes
= 83 No = 94 No
Total=146 Total=146
D
T. gondii N. caninum
Signal Peptide Signal Peptide
Bl 62 Yes Hl 60 Yes
1 84 No = 86 No
Total=146 Total=146

Figura 2: Analise do dominio transmembrana e do peptideo sinal de TgGRAs e NcGRAs. Analise da
presenca de dominios transmembrana e peptideos sinais em 146 TgGRAs e NcGRAs ortélogas, utilizando o
algoritimo Phobius. (A) Entre as TgGRAs, 63 proteinas foram identificadas com dominios transmembrana. (B)
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No conjunto de dados de NcGRAs, 52 proteinas apresentam dominios transmembrana. (C) Peptideos de sinal
foram detectados em 62 TgGRAs (D) e 60 NcGRAs, indicando seu potencial de secre¢do e envolvimento em
intera¢des hospedeiro-parasita.

Para explorar mais essa andlise, foi realizada uma investigacdo para verificar se um
subconjunto significativo dessas GRAs tem dominios transmembrana e peptideos de sinais
presentes ao mesmo tempo. A anélise no conjunto de dados do 7. gondii mostrou que um total
de 14 TgGRAs exibem a presenca de ambos os atributos estruturais, conforme ilustrado na
Figura 3A e detalhado na Tabela 1. Uma explora¢ao paralela no conjunto de dados do M.
caninum revelou que 17 NcGRAs apresentam dominios transmembrana e peptideos sinais,

conforme apresentado na Figura 3B e detalhado na Tabela 2.

Foram investigadas também as convergéncias e divergéncias entre os dados obtidos para
os dois parasitos, em relagdao a estes dominios. Essa andlise comparativa revelou que apenas
10 GRAs ortologas e sinténicas compartilham a presenca de dominios transmembrana e
peptideos sinais no contexto do 7. gondii e do N. caninum, conforme mostrado na Figura 3C e
detalhado na Tabela 3. Essa ocorréncia compartilhada de atributos estruturais entre GRAs
ortdlogas implica um possivel papel funcional conservado nos dominios de ambos os
parasitos. Além disso, a disparidade observada na prevaléncia de dominios transmembrana e
peptideos sinalizadores entre as TgGRAs e as NcGRAs sugere possiveis divergéncias
evolutivas que podem ter afetado sua localizagdo subcelular e papéis funcionais em seus

hospedeiros.

A B _
Toxoplasma gondii Neospora caninum

Transmembrane  signal Peptide Transmembrane Signal Peptide
Domain (63) (62) Domain (52) (60)
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Transmembrane Domain and Signal Peptide

T. gondii (14) N. caninum (17)

Figura 3: Analise dupla de dominios transmembrana e peptideos sinais em TgGRAs e NcGRAs. Analise da
presenca de dominios transmembrana e peptideos sinais em um subconjunto de GRAs ortélogas de 7. gondii e N.
caninum. (A) No conjunto de dados de 7. gondii, foram identificados 14 TgGRAs com ambos os atributos
estruturais. (B) O grupo de dados de N. caninum apresentou 17 NcGRAs com dominios transmembrana e
peptideos de sinal. (C) A analise comparativa revelou 10 GRAs ortologas em 7. gondii € N. caninum que

compartilham a presenca de ambos os elementos estruturais.

Tabela 1: TgGRAs que apresentam dominios transmembrana e peptideos sinais. Essa tabela detalha as 14
TgGRAs que possuem dominios transmembrana e peptideos sinais.

Toxoplasma gondii

Gene Identity Product Description Gene Symbol

TGME49 203310 | dense granule protein GRA7 | GRA07

TGME49 254720 | dense granule protein GRA8 | GRAOS

TGME49 239740 | dense granule protein GRA14 | GRA14

TGME49 232000 | hypothetical protein GRA30
TGME49 213067 | hypothetical protein GRA36
TGME49 236870 | hypothetical protein GRA42

TGME49 208370 | myosin heavy chain, putative | GRA46
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TGME49 200360 | hypothetical protein GRA47
TGME49 204270 | hypothetical protein GRAG60
TGME49 202620 | hypothetical protein GRAG64
TGME49 273980 | hypothetical protein GRAS0
TGME49 201180 | hypothetical protein MSF
TGME49 222370 | SAG-related sequence SRS13 | SRS13
TGME49 299780 | hypothetical protein #N/A

Tabela 2: NcGRAs que apresentam dominios transmembrana e peptideos sinais. Essa tabela fornece
informagdes sobre as 17 NcGRAs que exibem dominios transmembrana e peptideos sinais.

Neospora caninum

Gene Identity  Product Description Gene Symbol

NCLIV_045870 | dense granule protein GRA3 | GRAO03

NCLIV_052880 | dense granule protein GRA6 | GRA06

NCLIV_021640 | dense granule protein GRA7 | GRA07

NCLIV_008990 | dense granule protein GRA8 | GRAOS

NCLIV_016360 | dense granule protein GRA14 | GRA14

NCLIV_032000 | hypothetical protein GRA30

NCLIV_037300 | hypothetical protein GRA41

NCLIV_038210 | hypothetical protein GRA47




NCLIV_019080 | hypothetical protein GRA49
NCLIV_022320 | hypothetical protein GRA64
NCLIV_033760 | hypothetical protein GRAS0
NCLIV_023220 | hypothetical protein MSF
NCLIV_008760 | hypothetical protein MYRI1
NCLIV_005760 | SAG-related sequence SRS13 | SRS13
NCLIV_028060 | hypothetical protein TgPI-2
NCLIV_060500 | hypothetical protein #N/A
NCLIV_047520 | hypothetical protein #N/A

26

Tabela 3: GRAs ortélogas com dominios transmembrana e peptideos sinais compartilhados. Essa tabela
detalha as 10 GRAs ortologas em 7. gondii ¢ N. caninum que compartilham a presenca de dominios
transmembrana e peptideos de sinal.

Toxoplasma

Gene Identity

gondii & Neospora canium

Product Description

Gene Symbol

Nc¢ Ortholog

TGME49 203310 | dense granule protein GRA7 | GRA07 NCLIV_021640
TGME49 254720 | dense granule protein GRA8 | GRAOS NCLIV_008990
TGME49 239740 | dense granule protein GRA14 | GRA14 NCLIV_016360
TGME49 232000 | hypothetical protein GRA30 NCLIV_032000
TGME49 200360 | hypothetical protein GRA47 NCLIV_038210
TGME49 202620 | hypothetical protein GRAG64 NCLIV_022320
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TGME49 273980 | hypothetical protein GRAS80 NCLIV_033760
TGME49 201180 | hypothetical protein MSF NCLIV_023220
TGME49 222370 | SAG-related sequence SRS13 | SRS13 NCLIV_005760
TGME49 299780 | hypothetical protein #N/A NCLIV_060500

5.3 Outros dominios conservados em TgGRAs e NcGRAs: Uma analise comparativa

A andlise de outros dominios conservados dentro do conjunto de dados de TgGRAs e
NcGRAs forneceu uma visdo das caracteristicas estruturais compartilhadas. Esses dominios
conservados desempenham um papel crucial no repertorio funcional dessas proteinas e

contribuem para a compreensao de suas possiveis fun¢des na biologia parasitaria.

Essa andlise revelou que uma parte substancial das GRAs analisadas, aproximadamente
85 no total, possuem dominios conservados adicionais além dos dominios transmembrana e
peptideos sinais. Esses dominios conservados sdo indicativos de elementos funcionais
compartilhados entre as TgGRAs e NcGRAs, sugerindo mecanismos e fungdes comuns

nesses organismos parasitas.

O mais proeminente entre esses dominios conservados ¢ a Superfamilia da Proteina
Quinase C (PKC), que ¢ preservada em 9 subconjuntos ortélogos de TgGRAs e NcGRAs
(Tabela 4). A alta prevaléncia desse dominio sugere sua importancia na funcionalidade central
desses GRAs. Em seguida, vem a Superfamilia de Manuten¢do Estrutural de Cromossomos
(SMC), conservada em 7 subconjuntos ortdlogos de TgGRAs ¢ NcGRAs (Tabela 5). Esse
dominio também ¢é conservado em um membro das TgGRAs e em outro membro das
NcGRAs. A superfamilia do dominio SAG1-Related Sequences (SRS) (Tabela 6) também ¢

um dominio conservado, preservado em 3 subconjuntos ortdlogos de ambas as GRAs.

O dominio da Proteina de Grande Tegumento ¢é outra caracteristica conservada
encontrada nessas GRAs. Ele ¢ preservado em 2 membros ortélogos de ambas as GRAs, 4
subconjuntos de NcGRAs e 3 subgrupos de TgGRAs (Tabela 7). A superfamilia de Proteina
Fosfatase dependente de Metal (PPM) ¢ preservada em 4 subconjuntos ortdlogos de TgGRAs
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¢ NcGRAs (Tabela 8). Outro dominio conservado significativo ¢ a superfamilia

DWNN/RING Finger/ZINC Finger, que ¢ preservada em 2 subconjuntos ortélogos de ambas

as GRAs e conservada em 1 subconjunto de NcGRAs (Tabela 9). Além disso, observou-se

que varias outras TgGRAs e NcGRAs contém dominios conservados adicionais. Estes

dominios podem ser a chave para a compreensdao da multifuncionalidade e adaptabilidade

destes parasitos.

Tabela 4: Distribuicio do dominio da superfamilia PKc em TgGRAs e NcGRAs. Essa tabela descreve a
presenca do dominio da superfamilia PKc em 9 subconjuntos de TgGRAs e NcGRAs.

Gene Identity

Product Description

Gene Symbol

Nc¢ Ortholog

TGME49 253330

Rhoptry kinase family protein,

truncated (incomplete catalytic triad)

BPK1

NCLIV_007770

TGME49 233010

cell-cycle-associated protein kinase
ERK?7, putative

ERK?7

NCLIV_032840

TGME49 202780

rhoptry kinase family protein ROP25

ROP25

NCLIV_022130

TGME49 270920

rhoptry kinase family protein ROP32

ROP32

NCLIV_035860

TGME49 201130

rhoptry kinase family protein ROP33

ROP33

NCLIV_023260

TGME49 240090

rhoptry kinase family protein ROP34,
putative

ROP34/WNG2

NCLIV_000650

TGME49 304740

rhoptry kinase family protein ROP35

ROP35/WNGl

NCLIV_044410

TGME49 281675

protein kinase, putative

ROP45

NCLIV_023580

TGME49 320630

phosphotransferase enzyme family
protein

#N/A

NCLIV_009640
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Tabela 5: Distribui¢do do dominio da superfamilia SMC em TgGRAs e NcGRAs. A tabela mostra a
distribuicdo do dominio da superfamilia SMC em 7 subconjuntos de TgGRAs ¢ NcGRAs, bem como em
membros individuais de ambos os parasitas.

Gene Identity Product Description Gene Symbol Nc Ortholog
TGME49 200010 | hypothetical protein GRA20 NCLIV_062680
TGME49 269690 | hypothetical protein GRA29 NCLIV_036830
TGME49 212300 | hypothetical protein GRA32 NCLIV_049090
TGME49 208370 | myosin heavy chain, putative | GRA46 NCLIV_003050
TGME49 249990 | hypothetical protein GRA70 NCLIV_066100
TGME49 289540 | hypothetical protein SFP1 NCLIV_041790
TGME49 247050 | hypothetical protein #N/A NCLIV_063720

hypothetical protein GRA71 NCLIV_069130
TGME49 266410 | hypothetical protein #N/A

Tabela 6: Distribuicdo da superfamilia do dominio SRS em TgGRAs e NcGRAs.

Gene Identity Product Description Gene Symbol Nc Ortholog
TGME49 222370 | SAG-related sequence SRS13 | SRS13 NCLIV_005760
TGME49 234370 | SAG-related sequence SRS42 | SRS42 NCLIV_049510

TGME49 264660 | SAG-related sequence SRS44 | SRS44/CST1 | NCLIV_040495
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Tabela 7: Distribuicdo do dominio da proteina de tegumento grande em TgGRAs e NcGRAs. A tabela
destaca a distribuicdo do dominio da proteina do tegumento grande em 2 membros de ambas as GRAs, 4

subconjuntos de NcGRAs e 3 subgrupos de TgGRAs.

Gene Identity Product Description Gene Symbol Nc Ortholog
dense granule protein GRAS GRAO8 NCLIV_008990
hypothetical protein GRA18 NCLIV_041250

TGME49 209755 | hypothetical protein MAG2

TGME49 304955 | serine/threonine specific protein PPMI11C
phosphatase

TGME49 222370 | SAG-related sequence SRS13 SRS13 NCLIV_005760

TGME49 247050 | hypothetical protein #N/A
hypothetical protein #N/A NCLIV_023780
hypothetical protein #N/A NCLIV_015040

TGME49 314265 | hypothetical protein #N/A NCLIV_057340

Tabela 8: Distribui¢do da superfamilia do dominio semelhante a fosfatase do tipo PPM em TgGRAs e

NcGRAs.

Gene Identity

Product Description

Gene Symbol

Ne¢ Ortholog

TGME49 304955

serine/threonine specific protein
phosphatase

PPM11C

NCLIV_001230

TGME49 237500

protein phosphatase 2C domain-
containing protein

PPM3A

NCLIV_051240

TGME49 202610

protein phosphatase 2C domain-
containing protein

PPM3D

NCLIV_022340

TGME49 270320

protein phosphatase 2C domain-
containing protein

PPMC3

NCLIV_036340
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Tabela 9: Distribuicio do dominio da superfamilia DWNN/RING Finger/ZINC Finger em TgGRAs e
NcGRAs. A tabela detalha a distribui¢do do dominio da superfamilia DWNN/RING Finger/ZINC Finger em
dois subconjuntos de ambas as GRAs e um subconjunto de NcGRAs.

Gene Identity Product Description Gene Symbol Nc Ortholog

TGME49 268900 | dense granular protein GRA10 | GRA10 NCLIV_037450

TGME49 304720 | hypothetical protein #N/A NCLIV_044430
hypothetical protein #N/A NCLIV_030320

5.4 Analise estrutural 3D de GRASs ortélogas em 7. gondii e N. caninum

A utilizacdo do algoritmo AlphaFold2 (https://alphafold.ebi.ac.uk/) possibilitou a
predi¢do de 129 estruturas 3D de GRAs ortologas em T. gondii e N. caninum (Fig. 4A). Esse
desenvolvimento na predicdo estrutural oferece informacgdes valiosas sobre a arquitetura
molecular dessas proteinas essenciais. Para avaliar a confiabilidade das estruturas 3D
previstas, o AlphaFold? forneceu pontuacdes de confiabilidade (C-Scores). Foram 5
pontuacdes variando de "Muito alta" a "Muito baixa"; 8 pontuagdes de ‘muito alta’, 35 de
‘alta’, 27 de ‘média’, 30 de ‘baixa’, e 29 de ‘muito baixa’. (Fig. 4B). Essas pontuagdes servem
como indicadores dos niveis de confianca associados a cada estrutura prevista, essenciais para

garantir a precisdo e a utilidade dos modelos resultantes.

A Em 8 Very High
B 129 Yes =3 35 High
0 17 No 3 27 Medium
E= 30 Low
Hl 29 Very Low
Total=146 Total=129

Figura 4: Predicio de estruturas 3D e pontuacdes de confiabilidade de GRAs ortdlogas em 7. gondii e N.
caninum. (A) Utilizando o algoritmo AlphaFold2, foram preditas 129 estruturas 3D de GRAs ortélogas em T.
gondii ¢ N. caninum. (B) Para avaliar a confiabilidade das estruturas 3D preditas, o AlphaFold? atribuiu
pontuacdes de confiabilidade (C-Scores) que variam de "Muito alta' (Very High) a 'Muito baixa' (Very Low).
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A andlise subsequente dessas estruturas 3D foi realizada com o auxilio do PyMol e do
FATCAT. Essa analise facilitou a identificagdo de diferengas, semelhangas e instancias de
conservagdo, perda ou ganho de dominio dentro das estruturas preditas. Essas ferramentas
analiticas também forneceram as pontuacdes de RSMD, a tor¢ao da proteina e o valor p (p-
Value) da comparagdo, ajudando mais na interpretacao dos resultados. A Figura 5 e 6 ilustra
que certas proteinas ortdlogas de granulos densos (GRAs) apresentam divergéncias estruturais
evidentes. Essa observacao ¢ exemplificada pelas caracteristicas estruturais contrastantes de
Tg&NcGRA4 e Tg&NcMYR2. Entretanto, ¢ igualmente evidente que também podem existir
semelhangas estruturais proximas entre essas GRAs. Uma exemplificagdo dessa semelhanca ¢
vista no alinhamento estrutural entre TgCyclophilin e NcCyclophilin, bem como entre

TGME49 215160 e NCLIV_052150, conforme mostrado na Figura 7 e 8.

A utilizacao da analise estrutural em 3D também oferece um caminho para reconhecer
que nem todos os dominios sdo preservados universalmente, conforme abordado
anteriormente. Um exemplo ilustrativo ¢ apresentado na Figura 9, onde uma perda visivel do
dominio transmembrana ¢ evidente no NcGRA17, apesar de sua presenga no TgGRA17. Por
outro lado, a Figura 10 ilustra o ganho desse mesmo dominio no NcGRA12B. A estrutura 3D
revela ainda mais as diferengas na presenca do peptideo sinal. Como demonstrado na Figura
11, ha uma perda observada do peptideo sinal no NcGRA46, acompanhada por sua aquisi¢ao
no NcGRA49 (12). A Figura 12 demonstra a preservagdo da superfamilia PKc em TgBPK1 e
NcBPKI1. Em contrapartida, determinados dominios sdo exclusivos de uma das GRAs
ortdlogas. Conforme mostrado na Figura 14, a superfamilia SMC esta presente de forma
distinta no TGME49 266410, enquanto a Figura 15 destaca a presenga exclusiva da proteina
de tegumento grande no NcGRAS. Essas distingdes ¢ semelhangas estruturais, conforme
observadas por meio da analise 3D, fornecem informagdes importantes sobre a diversidade

funcional e as semelhangas entre essas GRAs.
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Figura 5: Demonstracdo de divergéncias estruturais significativas entre determinadas GRAs ortoélogas, mostradas pelo contraste entre
(A)TgGRA4 ¢ (B) NcGRA4. (C) Alinhamento de A e B.
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NcMYR2

e R

Tg&NcMYR2

Figura 6: Demonstracdo de divergéncias estruturais significativas entre determinadas GRAs ortologas, mostradas pelo

contraste entre (A) TgMYR2 e (B) NcMYR2. (C) Alinhamento de A e B.
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TgCyclophilin

NcCyclophilin Tg&NecCyclophilin

Figura 7: Ilustracdo de semelhangas estruturais proximas no alinhamento estrutural entre (A) TgCyclophilin e (B) NcCyclophilin.(C)

Alinhamento de A e B.

B NCLIV_052150

TGME49_215160

Figura 8: Ilustragdo de semelhancas estruturais proximas no alinhamento estrutural entre (A) TGME49 215160 e (B)
NCLIV_052150. (C) Alinhamento de A e B.



36

A TgGRAL17 B NcGRA)l'?r

™ i "
o LN A.../"‘w-d-"/

o, O

Figura 9: Perda visivel do dominio transmembrana no (B) NcGRA17, apesar de sua presenca no (A) TgGRA17 (parte em
verde). (C) Alinhamento de A ¢ B.
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10

Figura 10: Ganho do dominio transmembrana no (B) NcGRA12B (parte em verde). (C) Alinhamento de A (TgGRA12B) ¢ B
(NcGRA12B).
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Figura 11: Perda do peptideo sinal no (B) NcGRA46 (parte em verde).
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Figura 12: Aquisicdo do peptideo sinal no (B) NcGRA49 (parte em verde).(C) Alinhamento de A (TgGRA49) ¢ B
(NcGRA49).



NcBPK1

Figura 13: A preservagdo da superfamilia PKc em (A)TgBPK1 e (B) NcBPK1 (parte em verde). (C) Alinhamento de A e B.

40



41

TGME49 266410

NCLIV_039510

TGME49_266410 & NCLIV_039510

Figura SH: Presenca distinta da superfamilia SMC em (A) TGME49 266410 (parte em verde). (C) Alinhamento de A
(TGME49 266410) e B (NCLIV_039510).
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Tg & NcGRAS

Figura 15: A presenga exclusiva da proteina

de tegumento grande no (B) NcGRAS (parte em verde). (C) Alinhamento de A (TgGRAS8) ¢ B (NcGRAS).

Figura 5 - 15: Analise estrutural comparativa em 3D de proteinas ortélogas de granulos densos (GRAs) em 7. gondii e
N. caninum. (5&6) As divergéncias estruturais sdo evidentes em certas GRAs ortdlogas, ilustradas pelas diferengas entre
Tg&NcGRA4 (5) e Tg&NcMYR2 (6). (7&8) Sdo observadas semelhangas estruturais muito préoximas, como mostrado no
alinhamento entre TgCyclophilin e NcCyclophilin (7), e entre TGME49 215160 e NCLIV_052150 (8). (9) A perda visivel do
dominio transmembrana ¢ evidente em NcGRA17, apesar de sua presenga em TgGRA17, conforme mostrado na Figura,
enquanto (10) NcGRA12B ganhou esse mesmo dominio. (11) As diferengas na presenga do peptideo sinal sdo evidentes, com
a perda no NcGRA46 e (12) sua aquisi¢do no NcGRA49. (13) A preservagdo da superfamilia PKc ¢ demonstrada em TgBPK1
e NcBPKI1. (14) A superfamilia SMC esta presente de forma distinta em TGME49 266410 e (15) Presenga exclusiva da
proteina de tegumento grande em NcGRAS.
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6 DISCUSSAO

T. gondii e N. caninum sdo dois parasitos intimamente relacionados que pertencem ao filo
Apicomplexan. Eles compartilham varias caracteristicas e proteinas comuns devido a sua
relacdo evolutiva (Dubey et al., 2017). Nessa analise compreensiva, foram exploradas as
caracteristicas das proteinas de granulos densos de 7. gondii (TgGRAs) e das proteinas de
granulos densos de N. caninum (NcGRAs), com foco em ortologia, sintenia, identidade
proteica, dominios transmembrana, peptideos sinais e dominios conservados. Essa analise
esclarece as semelhancgas e diferencas entre esses dois parasitos e fornece informagdes sobre
suas possiveis fungdes e historia evolutiva.

A analise das TgGRAs realizada neste estudo, que incorporou dados de diversas fontes
académicas e bancos de dados de acesso livre, resultou na identificacdo de um total de 185
TgGRAs. Essa lista de TgGRAs representa uma compilagdo significativa de membros
conhecidos e preditos dessa familia de proteinas, servindo como um recurso valioso para
compreender o aspecto molecular dessas proteinas essenciais no contexto do 7. gondii e para
servir como modelo para descobrir novas NcGRAs (Szabo; Finney, 2017; Dong et al., 2021).
A aplicagdo subsequente de técnicas de agrupamento ortélogo e sinténico a esse conjunto de
TgGRAs produziu resultados promissores. Especificamente, a andlise revelou a presenga de
146 proteinas que exibiram uma relagdo ortéloga e sinténica em N. caninum. Essa descoberta
sugere um grau de conservagdo e ancestralidade compartilhada nas proteinas correspondentes
entre 7. gondii e N. caninum, apesar de suas func¢des e interacdes distintas em suas respectivas
células hospedeiras, o que esta de acordo com outros estudos anteriores (Reid et al., 2012;
Berna et al., 2021). A presenga de tais proteinas ortélogas e sint€nicas ressalta a possivel
relevancia funcional desses elementos compartilhados em ambos os parasitas.

Os resultados da analise de alinhamento do Clustal Omega nesse estudo revelaram que as
identidades proteicas das TgGRAs e das NcGRAs ndo sdo totalmente preservadas. Essa
observag¢ao ressalta a importancia de compreender a extensao da conservacao dessas proteinas
essenciais, esclarecendo as possiveis variagdes e adaptacdes funcionais (Peterson et al., 2009).
As porcentagens de identidade apresentaram um amplo espectro, variando de 20% a 100%.
Destaca-se que a faixa de identidade mais predominante ficou entre 61 e 70%, uma faixa
visualmente representada na Figura 1 e que abrange uma propor¢do significativa das
sequéncias alinhadas.

Dentro desse intervalo de identidades, ¢ fundamental destacar a presenga de proteinas

GRA especificas, incluindo CST4 (61,90%), CST9 (63,01%) e GRA12A (65,25%), que
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foram identificadas dentro do intervalo de identidade definido. Essas GRAs sdo conhecidas
por sua importancia funcional, e sua retencdo dentro desse intervalo de identidade pode ter
implicagdes funcionais (Guevara; Fox; Bzik, 2021; Tu et al., 2020; Wang et al., 2020; Dong
et al., 2021). A menor identidade observada no GRA3 (27,66%) estd de acordo com os
estudos existentes que destacam o GRA3 como uma proteina altamente variavel (Ravindran;
Boothroyd, 2008). Em contrapartida, a GRA predita, TGME49 272350 / NCLIV_034950,
destaca-se com uma identidade alta de 95,29%.

Comparando esses resultados com pesquisas anteriores, os estudos destacaram o
significado da variagdo da identidade das GRAs, enfatizando a importincia dessas proteinas
nas interagdes entre hospedeiro e parasito (Nishikawa et al., 2018; Yue et al., 2021). As
pesquisas de Obed et al. (2022) e Mani et al. (2023) observaram a fung¢ao critica do GRA3 na
modulagdo da transcricdo da célula hospedeira, esclarecendo as possiveis implicagdes
funcionais da baixa identidade observada. Esses resultados refor¢am coletivamente a ideia de
que, embora essas proteinas sejam ortdlogas e compartilhem semelhangas, existem variagdes
que podem estar ligadas a diferengas nas preferéncias do hospedeiro e nas estratégias
patogénicas.

A exploracdo de dominios transmembrana e peptideos sinais nesse conjunto de dados de
TgGRAs e NcGRAs utilizando trés algoritmos (ToxoDB, TMHMM 2.0 e Phobius) forneceu
informagdes importantes sobre os atributos estruturais dessas proteinas essenciais. Essas
descobertas nao apenas melhoram a compreensdo dessas caracteristicas estruturais, mas
também abrem caminho para um entendimento mais amplo de suas possiveis fungdes na
biologia parasitaria. Os resultados destacados nesta analise sdo exclusivamente do algoritmo
Phobius devido a sua alta confiabilidade e precisao (Kéll; Krogh; Sonnhammer, 2004).

Esse estudo revelou diferengas significativas na presenca de dominios transmembrana
entre TgGRAs e NcGRAs. Especificamente, entre as 146 TgGRAs examinadas, apenas 63
exibem dominios transmembrana, enquanto no caso das NcGRAs, 52 possuem essa
caracteristica estrutural. Vale ressaltar que essas disparidades estruturais se somam ao
crescente conjunto de evidéncias que indicam os diversos estratégias utilizadas por
organismos parasitas para garantir sua sobrevivéncia e propagacdo em ambientes complexos
de hospedeiros (David Sibley, 2011; Al-Bajalan et al., 2017). Os resultados obtidos desse
estudo estdo alinhados com estudos anteriores que também destacaram essas variagdes nos
dominios transmembrana entre proteinas relacionadas em organismos parasitas, enfatizando a
plasticidade e a adaptabilidade desses patogenos (Sharpe; Stevens; Munro, 2010; Dubey et al.,
2017). Além disso, os peptideos sinais sdo detectados em 62 TgGRAs e 60 NcGRAs. Essas
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descobertas estdo de acordo com pesquisas anteriores que enfatizaram a importancia desses
atributos estruturais na localizacdo subcelular e nas func¢des das proteinas parasitarias
(Bradley; Sibley, 2007; Fereig, Ragab M.; Nishikawa, 2020). A variacdo observada entre as
duas espécies levanta questdes sobre as distingdes em sua localizagdo subcelular e fungdes
funcionais (Seliverstov et al., 2015).

Andlise mais avancada mostra que apenas 10 GRAs ortélogas compartilham essa
conjun¢do de dominios transmembrana e peptideos sinais. Embora alguns estudos mostram
que as GRAs possuem dominios transmembrana e peptideos sinais (Mercier et al., 2005), a
identificagdo desses dominios s6 em poucos subconjuntos de TgGRAs e NcGRAs destaca a
heterogeneidade estrutural dentro dessas familias de proteinas e sugere sua diversidade
funcional. Essas descobertas oferecem informagdes importantes sobre os mecanismos pelos
quais essas proteinas sao direcionadas a locais celulares especificos e as possiveis fungdes que
desempenham na interface hospedeiro-parasita. S3o necessarias mais pesquisas para
compreender o significado funcional dessas caracteristicas estruturais e suas implicacdes para
a patogénese do 7. gondii e do N. caninum.

A andlise dos outros dominios conservados em TgGRAs e NcGRAs destaca as
caracteristicas estruturais compartilhadas entre essas proteinas. A presenga de outros dominios
conservados em aproximadamente 85 GRAs ressalta a semelhanca em seus elementos
funcionais. A prevaléncia da superfamilia da Proteina Quinase C (PKc) sugere sua
importancia no papel funcional dessas proteinas, possivelmente implicando papéis na
transducdo e regulagdo de sinais mediados por quinase. A PKC também desempenha uma
funcdo importante na regulacdo da proliferacdo celular. Certas isoformas de PKC estao
envolvidas na manuten¢do das células, enquanto outras induzem a morte celular (Lim; Sutton;
Rao, 2015; Okat, 2018).

A presenca de dominios compartilhados, como a Superfamilia de Manutencdo Estrutural
de Cromossomos (SMC), indica que determinadas caracteristicas estruturais sao mantidas em
subconjuntos de TgGRAs e NcGRAs. As proteinas SMC s3o essenciais para a organizagao e
segregacdo dos cromossomos, € sua conservagdo nessas proteinas parasitdrias implica um
papel funcional na divisdo celular ou na organizagdo da cromatina, que pode desempenhar um
papel crucial na manutencdo da integridade desses genomas parasitarios (Francia et al., 2020).
O dominio da sequéncia relacionada a SAG1 (SRS) ¢ conhecido por sua fungdo na mediagao
de interagdes entre proteinas de superficie e receptores do hospedeiro, contribuindo assim
para os processos de adesdo e invasdo do parasita. Os dominios SRS conservados em

TgGRAs e NcGRAs provavelmente tém implicacdes para suas interagdes parasita-hospedeiro,
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alinhando-se com os resultados de outros estudos (Jung; Lee; Grigg, 2004; Theisen;
Boothroyd, 2022). A presenga de dominios da proteina de tegumento grande sugere seu
possivel envolvimento em fungdes associadas a membrana e interagdes com células
hospedeiras. Essas proteinas também foram vistas como proteinas virais multifuncionais que
desempenham papéis cruciais no ciclo de vida do herpesvirus, contribuindo para a montagem,
replicagdo e disseminagdo do virus e, a0 mesmo tempo, ajudando o virus a evitar as respostas
imunoldgicas do hospedeiro(Gastaldello et al., 2013; Xu; Che; Li, 2016). A superfamilia de
Proteina Fosfatase dependente de Metal (PPM) foi preservada em 4 subconjuntos de TgGRAs
e NcGRAs. Esse dominio desempenha uma fun¢do na regulagdo do metabolismo do fosfato e
na transdugdo de sinais, ressaltando sua importancia no repertorio funcional dessas GRAs
(Gao; Cao; Wang, 2021). A superfamilia DWNN/RING Finger/ZINC Finger foi conservada
em 2 subconjuntos de ambos os GRAs e em 1 subconjunto de NcGRAs. Essa superfamilia de
dominios foi associada a interagdes proteina-proteina e atividade de ubiquitina ligase,
sugerindo sua possivel fun¢do na degradagdo de proteinas e evasdo imunologica do
hospedeiro (Pugh et al., 2006). A presenga de elementos estruturais e funcionais conservados
nessas proteinas ortdlogas ¢ indicativa de mecanismos compartilhados essenciais para a
sobrevivéncia do parasita. Os dominios conservados identificados nessa andlise servem como
alvos importantes para pesquisas futuras a fim de compreender os mecanismos moleculares
que fundamentam a complexa biologia desses parasitos.

O uso de algoritmo AlphaFold2, em combinacdo com a analise estrutural subsequente,
forneceu uma perspectiva detalhada sobre as estruturas 3D de GRAs ortdlogas em 7. gondii e
N. caninum. O uso desse algoritmo ¢ particularmente significativo, pois as metodologias
anteriores para a construcdo de estruturas tridimensionais dependiam muito dos dados
derivados da cristalografia de raios X, uma técnica bem estabelecida. No entanto, esse método
¢ prejudicado por uma desvantagem substancial: sua natureza demorada e uma
vulnerabilidade inerente a produgdo de resultados estruturalmente nao confiaveis (Macédo et
al.,2013).

O algoritmo AlphaFold2 produziu 129 estruturas 3D previstas de GRAs ort6logos em T.
gondii e N. caninum (Fig. 4A). Para garantir a confiabilidade dessas estruturas, o AlphaFold2
forneceu pontuacgdes de confiabilidade (C-Scores) com um intervalo de "Muito alto" a "Muito
baixo" (Fig. 4B). Essas pontuagdes servem como indicadores criticos dos niveis de confianca
associados a cada estrutura predita, essenciais para manter a precisdo ¢ a utilidade dos

modelos resultantes. Em comparagdo com pesquisas anteriores usando o AlphaFold2 (Jumper
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et al., 2021), a inclusdo dessas pontuacdes de confiabilidade aumenta a credibilidade dos
resultados e garante a eficacia dos modelos estruturais.

A andlise estrutural subsequente, realizada por meio do PyMol e do FATCAT, revelou a
presenca de variacOes estruturais e semelhancas entre as GRAs ortdlogas, oferecendo uma
percep¢ao mais profunda de suas caracteristicas moleculares. Essas ferramentas analiticas
forneceram ainda pontuagdes de RSMD, torcdo de proteinas e “valores de p” para
comparagdes estruturais, auxiliando na interpretagdo precisa dos resultados. As percepgdes
obtidas com este estudo contribuem significativamente para a compreensao da parasitologia
de T. gondii e N. caninum. As identidades variadas das proteinas, as diferengas nas
caracteristicas estruturais e a existéncia de varios dominios conservados ressaltam a
complexidade das interagdes desses parasitos com seu ambiente hospedeiro. A analise

estrutural em 3D aumenta ainda mais a concep¢ao da base molecular dessas interagoes.

6 CONCLUSAO

A andlise das proteinas de granulos densos de 7. gondii (TgGRAs) e suas proteinas
ortdlogas em N. caninum (NcGRAs), apresentadas neste estudo, esclareceu aspectos criticos
desses organismos parasitos intimamente relacionados. As descobertas relacionadas a
identidade das proteinas, aos elementos estruturais e aos dominios conservados fornecem uma
base para futuros esfor¢os de pesquisa com o objetivo de esclarecer as fungdes especificas
dessas proteinas nas interagdes com o hospedeiro e na patogenicidade. Além disso, a
abordagem comparativa, incluindo estudos sobre dominios conservados e diferencas
estruturais, promete ampliar a compreensdao da relagdo evolutiva entre esses parasitos e as
estratégias que eles empregam para infectar e manipular as células hospedeiras. Essas
descobertas podem ter implicagdes de longo alcance para o desenvolvimento de novas
intervengoes ¢ terapias direcionadas a essas proteinas parasitarias essenciais. A utilizagdo de
variagoes distintas de GRAs pode permite a criacdo de ferramentas de diagnostico precisas e
adaptadas a cada parasito. Além disso, a identificacdo de GRAs com caracteristicas
semelhantes pode ajudar também no direcionamento de vacinas Unicas para toxoplasmose e

neosporose, aumentando assim a eficacia das medidas de controle de infecgao.
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