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“"A dupla hélice é realmente uma molécula
extraordinaria. O homem moderno tem talvez 50
mil anos, a civilizacdo existe ha apenas 10 mil anos
(...). Mas o DNA e o RNA existem ha pelo menos
varios bilhdes de anos. Durante todo esse tempo, a
dupla hélice esteve por ai, ativa; no entanto,
somos as primeiras criaturas sobre a Terra a nos
tornarmos conscientes da sua existéncia.”

Francis Crick

“Eles estdo em mim e em vocé. Eles nos criaram,
corpo e mente. E sua preservacdo é a razdo ultima
de nossa existéncia. Transformaram-se muito,
esses replicadores. Agora eles recebem o nome de
genes e nés somos suas maquinas de
sobrevivéncia.”

Richard Dawkins, O gene egoista
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Resumo \Y

RESUMO

O desenvolvimento da tecnologia de geracdo de Etiquetas de Seqiiéncias Expressas (ESTS)
proporcionou aos cientistas uma forma rapida e barata de produzir dados de seqiiéncias de DNA
em larga escala. Entretanto, sequéncias de ESTs sdo pequenas em extensdo e podem apresentar
uma alta taxa de erros, o que dificulta o processo de identificacdo do gene através de ferramentas
de alinhamento local (BLAST). Para contornar este problema, utilizam-se ferramentas de
agrupamento de ESTs, que agrupam seqiiéncias similares e formam um consenso, de tamanho
maior. Dessa forma, pode-se realizar a montagem dos genes, aumentando o tamanho das
sequéncias disponiveis e permitindo uma melhor identificacdo baseada em genes e proteinas
ortélogos. Muitas ferramentas tém sido utilizadas para realizar o agrupamento de seqiéncias,
inclusive programas para montagem de contigs genémicos, como o PHRAP e o CAP3. Utilizamos
esses dois programas para agrupar as sequéncias de Schistosoma mansoni do GenBank.
Observamos 0s grupos de sequéncias mais expressas em cada fase de desenvolvimento do
organismo e tentamos relacionar sua alta expressdo com a biologia do verme. O resultado do
agrupamento realizado pelo CAP3 produziu 2017 consensos e 4311 singlets e esse numero
apresenta uma estimativa, grosso modo, de que a comunidade cientifica j& sequenciou cerca de
um terco dos 15.000 a 20.000 possiveis genes do verme. Entretanto, mais importante do que saber
guantos genes ja foram sequenciados é saber quais sdo eles. Com esse propdsito, realizamos o
processo de anotagdo génica para todas as 6328 seqiéncias unique. O principal método de
anotacdo que tem sido utilizado pelos bioinformatas é baseado em pesquisas de similaridade
(BLAST ) contra diferentes bancos de dados, incluindo bancos “nédo redundantes” de nucleotideos
e proteinas e bancos curados de proteinas. As anotacBes foram realizadas manualmente,
considerando os resultados das buscas de similaridade para a identificacdo génica. As seqiiéncias
anotadas foram classificadas através das categorias funcionais dos COGs (Clusters of Ortologous

Groups) e foi criado um website para disponibilizar toda essa informacao.
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Abstract VI

ABSTRACT

The technology of generation of Expressed Sequence Tags (EST), developed in last decade,
provides to the scientists an easy and unexpensive way to produce DNA sequence data in large
scale. However, EST sequences are small and have a high error rate, what makes harder the
process of gene identification through local alignment tools. To circumvent this problem, EST
clustering tools are used to join overlapping sequences, creating a consensus larger than the
original sequences. This makes it possible to increase the sequence size and allows a better
identification based on ortologous genes or proteins. Several different tools have been used to carry
out the sequence clustering, such as PHRAP and CAP3, softwares originally developed to produce
genomic contigs. We have used these two softwares in order to cluster all the GenBank and dbEST
Schistosoma mansoni cDNA sequences. Furthermore, we have identified the most expressed
sequences in each developmental stage of the worm and we tried to relate their high expression
with the biology of the organism. CAP3 has produced, after clustering analysis, 2017 contigs and
4311 singlets, or 6328 non-redundant sequences. This number represents an estimate of the
number of genes that have already been sequenced by the scientific community, corresponding
approximately to a third part of the 15.000-20.000 putative genes of the worm. However, even more
relevant than knowing how many genes have already been sequenced is to know what they are.
With this in mind, we performed a process of gene annotation for all Schistosoma 6328 unique
sequences (the non-redundant ones). The main annotation method nowadays used by the
researchers in bioinformatics is based on similarity search (BLASTS) against different databases,
including non-redundant nucleotide and protein databases and protein curated databases. Our
annotations were manually performed, considering the results of the similarities searches for gene
identification. The identified sequences were classified in the COG (Clusters of Ortologous Groups)

functional categories and a website was created to make all these information available.

Dissertacdo de Mestrado Francisco Prosdocimi



Introducgéo 1

1.INTRODUCAO

1.1. ORGANISMO DE ESTUDO — Schistosoma mansoni

O Schistosoma mansoni é um verme trematddeo didico (Neves 1983) e seu estudo é de grande
interesse na parasitologia humana. A esquistossomose, doenc¢a causada por espécies do género
Schistosoma, é a segunda doenca tropical mais importante com relacdo a salde publica (s6

perdendo para a malaria) (http://www.who.int/ctd/schisto/epidemio.htm). Apesar dos recentes

esforcos feitos no sentido de conter seu avango, a doenga permanece endémica em 74 paises
(FIGURA 1), deixando mais de 600 milhdes de pessoas em risco de infeccdo, com cerca de 200

mihdes de pessoas infectadas (http://www.who.int/ctd/schisto/epidemio.htm).

Figura 1. Paises afetados pela esquistossomose . Em verde estdo mostrados os paises nos

guais a esquistossomose €, ainda hoje, uma doenca endémica. Obtido em http://www.who.int/tdr/

diseases/schisto/diseaseinfo.htm.

O S. mansoni é um organismo que apresenta diferentes fases de desenvolvimento e passa seu
ciclo de vida alternando entre formas parasitarias em diferentes hospedeiros e formas

intermediarias de vida livre (FIGURA 2).

Os vermes adultos vivem no sistema porta-hepético humano. Através da corrente sanguinea, o0s
casais de S. mansoni migram para o plexo hemorroidario, onde as fémeas fazem a postura de
ovos ao nivel da submucosa. Oito a dez dias apds a postura, os ovos passam por uma fase de
maturacdo até que o miracidio esteja formado (Neves 1983). Nesse periodo, os ovos migram da
camada submucosa até a luz intestinal, aqueles que conseguem alcancar a luz intestinal véo ser

eliminados até o exterior juntamente com o bolo fecal. Ao alcancar a agua, os ovos liberardo os
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Introducgéo 2

miracidios, que nadardo ativamente até encontrarem algum caramujo do género Biomphalaria
(Neves 1983). A expectativa de vida do miracidio € de cerca de 8 horas e, se ndo encontrarem
algum caramujo durante esse periodo, comecardo a morrer. Ao entrarem através das partes moles
de algum caramujo susceptivel do género Biomphalaria, os miracidios transformam-se nos
chamados esporocistos |, que ddo origem a cerca de 150-200 dos chamados esporocistos II.
Esses Ultimos migram para as glandulas digestivas ou para a ovoteste do caramujo, onde dao
origem ao estigio de cercaria (Neves 1983). A cercaria passa ao meio exterior aquoso
atravessando o epitélio do manto e da pseudobranquia, normalmente nas horas mais quentes e
luminosas do dia. Depois de liberadas, as cercarias podem viver até 3 dias, mas tém sua principal
atividade nas primeiras 8 horas. Elas nadam ativamente na agua e, ao alcancarem a pele do
homem, fixam-se, preferencialmente, entre os foliculos pilosos, auxiliadas por suas ventosas
(Neves 1983). Através de acdo litica e mecénica inicia-se a penetragdo ativa na pele do
hospedeiro, que demora cerca de 15 minutos. Apds a penetracdo da cabeca, as cercarias perdem
a cauda e passam a ser conhecida como esquistossémulos, que véo do tecido subcutaneo para os
vasos linfaticos ou venosos, onde sdo espalhados por todo o corpo. Entretanto, apenas os
esquistossdmulos que chegam ao sistema porta € que sdo capazes de se desenvolver (Neves
1983). Ali eles se alimentam e se transformam em machos ou fémeas cerca de 30 dias apés a
penetracdo. E, completando o ciclo, um casal de vermes adultos migra para o plexo hemorroidario

para realizar a oviposi¢cdo cerca de 40 dias ap6s a infec¢édo (Neves 1983).

Figura 2. Fases de desenvolvimento do parasita S. m___ansoni . Em bege est4 a fase encontrada
no hospedeiro humano (esquistossémulo e verme adulto) e em azul claro a fase encontrada no
hospedeiro molusco do género Biomphalaria (esporocistos | e 1l). Em azul escuro sdo mostradas
as fases de vida livre do organismo (abaixo miracidio, acima cercaria). Obtido em

http://www.who.int/tdr/diseases/schisto/lifecycle.htm.
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Introducgéo 3

Os schistossomatideos sao organismos dipléides e seu conteido de DNA é distribuido em sete
pares de autossomos e um par de cromossomos sexuais. Ao contrario dos humanos, o macho é o
sexo homogamético (ZZ) e a fémea, o heterogamético (ZW). Cerca de 60% de seu DNA é
composto por DNA alta a moderadamente repetitivo, com apenas 29,4% de contetido de GC (Marx
et al. 2000).

Estima-se que o genoma de S. mansoni contenha cerca de 270 megabases, o0 que corresponde a
cerca de 10% do tamanho do genoma humano (Simpson et al. 1982). Esse enorme tamanho torna
invihvel, ao menos por enquanto, a realizacdo do seqienciamento do genoma completo do

parasita.

A obtencdo de conhecimentos sobre o genoma de parasitas € extremamente importante para o
entendimento de sua biologia e metabolismo (Degrave et al. 2001), permitindo-nos encontrar
diferentes frentes de ataque para o tratamento dos doentes. O projeto genoma do S. mansoni
(SGP) foi criado em 1992 através de uma iniciativa brasileira e foi apoiado pelo TIGR (The Institute

for Genomic Research) (Franco et al. 2000).

1.2. APRODUCAO DE ESTs DE S. mansoni

O diretor do TIGR em 1991, J. Craig Venter, em um trabalho chave para a gendbmica moderna,
popularizou a estratégia de seqienciamento de etiquetas de sequéncias expressas, as ESTs
(Adams et al. 1991) (FicUrRA 3). Nessa época, 0 GenBank possuia cerca de 3000 genes e ele,
juntamente com seus colaboradores, conseguiram descobrir outros 337 a partir de sequéncias de
ESTs, mais de 10% do que toda a comunidade cientifica havia feito até a época (Davies 2001).
Rapidamente, o método de sequenciamento de ESTs foi adotado como uma forma eficiente de
produzir etiquetas de identificacdo génica em larga escala, e um banco de dados préprio para
essas sequiéncias, o dbEST, foi criado no National Center for Biotechnology Information, o NCBI
(Boguski et al. 1993).

Desde o inicio do SGP, varios grupos espalhados pelo mundo j& seqienciaram 16.815 ESTs de S.
mansoni, disponiveis no dbEST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST summary.html)
(dbEST release 010303 — 03/01/2003). Entretanto, esse nimero de ESTs ndo nos diz quantos e

nem quais dos 15.000 a 20.000 genes, que se estima existir no parasita (Franco et al. 2000), ja

foram sequenciados e € nesse ponto que entra a bioinformatica. Como as ESTs possuem
normalmente ente 150bp e 600bp, na maioria das vezes, elas ndo representam um gene completo.

Por isso, sempre que possivel, seus clones sdo seqlenciados a partir das duas extremidades,
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gerando duas sequéncias que podem (ou ndo, se o cDNA for muito grande) ser agrupadas

gerando uma sequéncia maior, através da analise de clustering.

]—mRNA

lReverse Transcriptase

:|- RNA

:|- cDNA

Ribonuclease degredation of RNA
Synthesis of Second Strand of DNA

Double
Stranded DNA

Forward Sequencing Reverse Sequencing
Primer Primer

3 EST

Figura 3. Producdo de ESTs . As etiquetas de seqliéncias expressas sdo obtidas através,
primeiramente, da transcricdo reversa do mRNA, produzindo uma fita de DNA complementar
(cDNA). Apo6s esse procedimento, utiliza-se uma RNAse H para digerir a sequiéncia de RNA inicial
e é produzida a segunda fita de DNA, gerando a molécula de cDNA fita dupla. Essa molécula é
normalmente clonada direcionalmente em vetores de clonagem e séo utilizados iniciadores para o
seqlienciamento das extremidades 5’ ou 3’ do cDNA em apenas uma “rodada” de sequenciamento.

As sequéncias obtidas sdo as chamadas ESTs.

1.3. A BIOINFORMATICA NA DESCOBERTA DE NOVAS DROGAS

Podemos considerar a bioinformatica como uma linha de pesquisa que envolve aspectos
multidisciplinares e que surgiu a partir do momento em que se iniciou a utilizagéo de ferramentas
computacionais para a andlise de dados genéticos, bioquimicos e de biologia molecular. A
bioinformatica envolve a uniéo de diversas linhas de conhecimento — a ciéncia da computacgéo, a
engenharia de softwares, a matemética, a estatistica e a biologia molecular — e tem como
finalidade principal desvendar a grande quantidade de dados que vem sendo obtida através de
sequiéncias de DNA e proteinas. Para o desenvolvimento de genomas completos, a informética é
imprescindivel e a biologia molecular moderna ndo estaria tho avancada hoje, ndo fossem os

recursos computacionais existentes.
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A bioinformética e a gendmica comparativa estdo se tornando as principais metodologias para a
descoberta de novos alvos para drogas, vacinas e diagnésticos de doengas humanas, parasitarias
ou ndo (Terstappen & Reggiani 2001). No caso de doencas parasitarias, através da comparacdo
dos dados de genoma dos parasitas e hospedeiros pode-se tentar descobrir alguma
susceptibilidade do parasita a uma droga em uma determinada via metabdlica ou pode-se
encontrar genes presentes apenas no parasita que lhe sejam essenciais e possam ser utilizados
como alvos especificos para drogas ou diagndstico (FIGURA 4). E importante notar que a
bioinforméatica pode apenas sugerir genes candidatos e compostos de partida para a producéo de
novas drogas (Terstappen & Reggiani 2001). Os genes e 0s compostos encontrados devem ser
testados e validados através de ensaios biolégicos e bioquimicos, para testar se poderdo ser

utilizados clinicamente.

Schistosomiasis

e Bioinformatics and applied
genomics for identifying targets
for drugs, vaccines and
diagnostics

» Pathogenesis (host-pathogen
interactions) focusing on
reproductive health issues and
immunological aspects of co-
infection

* Socioeconomic impact and
methodology for burden of
disease assessment

Figura 4. Estratégias propostas pela OMS para pesqu isas basicas em esquistossomose
Como prova da importancia da bioinformatica na descoberta de alvos para novas drogas, vacinas e
diagnésticos, essa figura foi retirada da pagina da OMS que trata de estratégias em pesquisas
basicas sobre esquistossomose. Obtido em http://www.who.int/tdr/diseases/schisto/strategy.htm.
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1.4. BASES DE DADOS EM BIOLOGIA MOLECULAR

As bases de dados em biologia molecular sdo importantes principalmente para proporcionar a
comunidade cientifica uma forma de tornar os dados (produzidos em todo o mundo) acessiveis de

forma féacil, rapida e inteligente (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/bicinformatics.html).

A primeira base de dados de biologia molecular parece ter surgido por volta de 1960, quando
Dayhoff e colaboradores construiram um catalogo contendo todas as seqiiéncias de proteinas
conhecidas até a data. Essas sequéncias foram publicadas num livro chamado “Atlas of Protein
Sequences and Structure”, de 1965. O contelido dessa base de dados ndo deveria conter mais de

1Mb de informacéo, se transferida para computadores modernos (Baxevanis & Ouellette 2001).

Com o advento do sequenciamento do DNA e, principalmente, a partir da década de 1990, do
seqlienciamento em larga escala, foi necessaria a constru¢cdo de bancos de dados mais robustos
para abrigar a explosdo no ndmero de sequéncias obtidas pelos pesquisadores (FIGURA 5). O
NCBI, por exemplo, foi criado pelo NIH (National Institutes of Health) em 1988 para abrigar esse
tipo de informacao (Wheller et al. 2002).
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Figura 5. Crescimento do Genbank . Crescimento exponencial do nimero de sequéncias contidas

no GenBank ao longo das duas Ultimas décadas. Obtido em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/

genbankstats.html.
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Dessa forma foi criada uma colaboracdo internacional para montar um banco de dados de
sequéncias de nucleotideos, a INSDC (International Nucleotide Sequence Database Colaboration).
Essa instituicdo contém o NCBI, o EMBL (European Molecular Biology Laboratory) e o DDBJ (DNA
Data Bank of Japan) (Tateno et al. 2002). Cada um desses centros possibilita a submisséo
individual de seqiiéncias de DNA e trocam informag6es entre si diariamente, sendo que todos os
trés possuem informac8es atualizadas de todas as seqiiéncias disponiveis para os pesquisadores
(Stoesser et al. 2002). Apesar disso, cada centro apresenta os dados de forma particular, apesar

de bastante semelhante.

Existem basicamente dois tipos de bancos de dados disponiveis para utilizacdo e pesquisa de
genes e proteinas (Baxevanis & Ouellette 2001). Os bancos de dados priméarios apresentam
resultados de dados experimentais que sdo publicados com alguma interpretagdo, mas ndo ha
uma analise cuidadosa desses dados com relagdo aos outros publicados anteriormente. Esse € o
caso, por exemplo, do GenBank, EMBL e PDB (Protein Data Bank). Ja os secundarios séo aqueles
onde h&d uma compilacdo e interpretacdo dos dados de entrada de forma que podem ser obtidos
dados mais representativos e interessantes. Esses sdo os bancos de dados curados, como o
SWISS-PROT e o TrEMBL.

1.4.1. IDENTIFICADORES DE SEQUENCIAS NOS BANCOS DE DADOS NCBI

O primeiro identificador de seqiiéncia criado no NCBI foi 0 Locus, que era o Unico identificador de
um registro no GenBank. O nome do loco € definido como uma seqiiéncia de 10 ou menos letras
em caixa alta que apresentam um mneménico para a fun¢do e o organismo de origem da
sequéncia. Assim o nome HUMHBB era utilizado para representar a regido da B-globina humana
(Baxevanis & Ouellette 2001). Entretanto, com a descoberta de cada vez mais locos e alelos
diferentes, e com o aumento exponencial do nimero de seqiiéncias no GenBank, ficou impossivel
a invencao e a atualizacéo dos nomes de forma controlada. Assim os nomes de Locus, apesar de

ainda aparecerem nos arquivos de formato GenBank, ndo tém nenhuma utilidade prética.

Devido a essas dificuldades de utilizacdo da informagdo armazenada em Locus, o conselho
internacional de colaboradores para seqiiéncias de nucleotideos (NCBI, EMBL e DDBJ) introduziu
o0 conceito de accession number (AN) ou ndmero de acesso. Esse nimero ndo carrega,
intencionalmente, nenhuma informacéo biolégica, de forma a permanecer estavel. Originalmente
consistia de uma letra seguida por cinco nimeros, sendo que cada letra corresponderia ao centro
(NCBI, EMBL ou DDBJ) ao qual a sequéncia foi submetida (Baxevanis & Ouellette 2001).
Entretanto, logo esse nimero também comecgou a apresentar problemas ja que as sequéncias

eram atualizadas contendo o mesmo AN. No arquivo GenBank h& um campo nomeado de
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accession , onde ha a informac&o sobre o histérico de uma determinada seqiéncia; se ela se
juntou a outra, se foi atualizada, etc. Apesar desses problemas, o AN é o indice mais controlado e
confidvel dos registros do NCBI/EMBL/DDBJ. Para melhorar a identificacéo de seqiiéncias antigas,
0os membros do INSDC resolveram, em 1999, acrescentar, ao AN, o nimero de sua verséo
(Benson et al. 2002). Dessa forma pode-se ver o nimero de acesso, um ponto, e o niimero de
atualizacdes feitas em uma determinada seqiiéncia. Por exemplo, o nimero de acesso A21645.3 é
a terceira atualizac@o da sequéncia A21645 e as versdes mais velhas permanecem armazenas e
acessiveis atraves dos numeros de submissdo A21645.1 e A21645.2. Um cdbdigo similar de

AN.versdo é dado também para sequiéncias de proteinas.

Para criar um indice mais robusto para suas entradas, o NCBI, em 1992, criou um novo
identificador, o Genlnfo Identifier (cI), um nimero inteiro simples. Esse é um identificador Unico
para cada seqiéncia, independente de atualizacBes ou de qualquer outra coisa. Toda entrada no
NCBI possui um Gl Gnico da sequéncia que ndo é alterado de forma alguma, permanecendo na
base de dados para o acesso (Benson et al. 2002). Se uma sequiéncia difere-se da outra por
apenas um par de bases, as duas possuirdo diferentes Glis, apesar de possuirem, por exemplo, o
mesmo AN (com diferentes nimeros de versdo). Todos os processos internos do NCBI utilizam o

nimero de Gl para sua a execugao.

1.5. TRATAMENTO DAS SEQUENCIAS

As seqiiéncias depositadas no GenBank podem conter uma grande quantidade de erros e
contaminantes, jA& que ndo h& uma curadoria desse banco. Assim, 0s pesquisadores que
depositam as sequéncias € que sdo 0s principais responsaveis por sua qualidade. Entretanto,
muitas vezes 0s pesquisadores utilizam alguma forma de submissdo automética das seqiiéncias,
devido ao grande nimero de seqiéncias produzidas em seu laboratdrio. Devido a esse fato muitas

sequéncias do GenBank apresentam contaminantes e devem ser tratadas antes de sua utilizag&o.

O principal tratamento ao qual as sequéncias devem ser submetidas é a retirada das regifes
correspondentes aos vetores de clonagem. Para isso, o NCBI apresenta um banco de dados
contendo apenas seqiéncias de vetores, disponivel para FTP anbnimo em

ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/repository/vector-ig/. Esse banco de dados contém informacdes sobre

2.534 vetores, dos quais 1.102 apresentam seqiiéncia completa. Plasmideos, fagemideos,
cosmideos, fagos e YACs (cromossomos artificiais de levedura) que se replicam em cepas
bacterianas, leveduras e linhagens celulares de Drosophila, macacos e humanos estdo disponiveis

(Vector-1G cloning vector database, 1995 — ftp://ftp.ncbi.nIm.nih.gov/repository/vector-ig/vectors.txt).
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Entretanto, para realizar a procura de sequéncias de vetores dentro das sequéncias de DNA, o
NCBI, dispde de um banco de dados especial, o UniVec, utilizado para identificar rapidamente
sequéncias originadas de vetores. A procura dessas sequéncias contra esse banco é eficiente e
rapida, pois varias pequenas sequéncias encontradas em diversos vetores estdo presentes nele
apenas uma vez, eliminando a redundancia. O UniVec contém também seqiiéncias de
adaptadores, linkers e primers frequentemente utilizados no processo de clonagem de cDNA e de
DNA genfmico, permitindo que essas seqiéncias sejam encontradas durante a procura

(VecScreen — The univec database, 2001 — http://www.ncbi.nim.nih.gov/ VecScreen/UniVec.html).

Seu download pode ser feito através do site ftp://ncbi.nim.nih.gov/pub/UniVec/. Existem, na

verdade, dois arquivos de UniVec que podem ser obtidos no site de FTP acima mencionado: o
UniVec e o UniVec_Core . Ambos sdo arquivos contendo sequiéncias de vetores no formato
FASTA.

O arquivo UniVec inclui varias seqiiéncias e foi feito para maximizar a detec¢do de contaminantes
e, exatamente por isso, ele pode produzir falsos positivos. Ou seja, quando utilizado como entrada
em programas de mascaramento de vetores, o resultado poderia mostrar regides mascaradas que
representam realmente dados de cDNA dos organismos e ndo sequéncias de vetores. Assim,
qgquando o UniVec é utilizado com esses propdsitos, € necesséria uma revisdo humana para

verificar a presenca de falsos positivos (Kitts et al. 2002).

Ja o arquivo UniVec_Core, que é uma parte do arquivo UniVec, foi feito para minimizar o nimero
de falsos positivos, de forma que n&do seja necesséaria uma revisdo humana das sequéncias. Esse
arquivo nao contém vetores com origem de replicacdo de mamiferos, dentre outros, e, portanto,
algumas regibes que seriam mascarados utilizando-se o UniVec ndo serdo ao utilizar o
UniVec_Core (Kitts et al. 2002). Nesse trabalho utilizamos, primeiramente, o arquivo Univec_Core
para a retirada de regifes de vetores das sequiéncias de S. mansoni (veja Metodologia para mais

informacdes).

1.6. PROGRAMAS DE ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS

O alinhamento de seqiéncias consiste no processo de comparar duas sequéncias (de
nucleotideos ou proteinas) de forma a se observar seu nivel de identidade. Isso é feito para
descobrirmos o grau de similaridade entre as seqiiéncias de forma que possamos inferir (ou néo) a
uma delas, alguma propriedade ja conhecida da outra (Prosdocimi et al. 2003). O alinhamento

entre duas sequéncias pode ser feito de forma global ou local (FIGURA 6).
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1 10 19
| + |
seql GCTCATTCGACCTGACTAG
seq? GTGACTAAGACCTCTCATT

alinharnento global Wﬂmenm local

seql G TTCGACCTGAC
seq2 0 TAAGACCTCTC

seq1 9 GACCT 13
seq2 9 GACCT 13

seq1 13 TGACTA 18
seq2 2 TGACTA 7

seql 2 CTCATT 7

B natch [ mismatch [lgap ceq2 12 CTCATT 19

Figura 6. Alinhamento global e local . A esquerda vemos um exemplo de como é feito um
alinhamento global das sequéncias e a direita vemos um exemplo da realizagdo de um

alinhamento local. Retirado de Prosdocimi et al. 2003.

1.6.1. ALINHAMENTO GLOBAL

O alinhamento global é feito quando comparamos uma seqiiéncia de aminoacidos ou nucleotideos

com outra, ao longo de toda sua extensdo (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/

glossary2.html). O programa MULTALIN realiza esse tipo de alinhamento (Corpet 1988). Nesse caso
sdo dados valores em uma matriz de comparacdo para as similaridades (matches), diferencas
(mismatches) e falhas (gaps) encontrados durante o alinhamento das sequiéncias. As somas dos
valores do alinhamento, de acordo com essa matriz de comparacéo, resulta num valor, que é um
escore de similaridade entre as sequéncias (FIGURA 7). No MULTALIN ndo é dado escore de
similaridade (j& que ele permite o alinhamento de vérias sequéncias ao mesmo tempo), e a

semelhanca entre as sequiéncias deve ser medida através de inspecao visual.
1.6.2. ALINHAMENTO LOCAL
O alinhamento local acontece quando a comparacdo entre duas seqiéncias ndo é feita ao longo

de toda sua extensdo, mas sim através de pequenas regifes destas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Education/BLASTinfo/glossary2.html) (FIGURA 7).

O principal programa utilizado para o alinhamento local de sequiéncias € o BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool), encontrado em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. Esse software

compreende um conjunto de algoritmos de comparacdo de seqiéncias montado de forma a

explorar toda a informagéo contida em bases de dados de DNA e proteinas (http://www.ncbi.nlm.
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nih.qov/BLAST/blast_overview.html). Os programas BLAST foram desenvolvidos de modo a

aumentar ao méximo a velocidade da busca por similaridade, ja que as bases de dados séo
grandes e vém crescendo exponencialmente, mesmo correndo o risco de perder um pouco na
sensibilidade do resultado (Altschul et al. 1997). A rapidez da busca deve-se ao fato de que o
programa quebra as seqiiéncias de entrada e das bases de dados em fragmentos — as palavras
(words) — e procura, inicialmente, similaridades entre elas. A busca é entéo feita com palavras de
tamanho W que devem apresentar pelo menos um escore T de alinhamento entre si, dado de
acordo com uma matriz de valores. Assim, as palavras que apresentam esse escore T (maior
responsével pela velocidade e sensibilidade da busca) (Altschul et al. 1997) sé@o estendidas em
ambas as dire¢des para ver se geram um alinhamento com um escore maior do que S. Uma outra
vantagem de se utilizar o alinhamento local feito pelo BLAST é que, dessa forma, é possivel
identificar relacdes entre seqiiéncias que apresentam apenas regides isoladas de similaridade

(http:/Awww.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/similarity.html). Nesse projeto os valores das

varidveis W, S e T ndo foram alterados, de forma que utilizamos seus valores DEFAULT para

obtermos os resultados desejados.

CACGA GCTTG CT~--GCAAT CTGGCTG
GCTTG CTGACIGCAAT CTRAGCTGAAACTCC

1 10 20 30
3x(-2)=-6 "

Gap opening -4 pontos

2x(-4) = -8 :
2 x (-3) = -6 Gap extension -3 pontos
23 +1) = 23 Mismatch -2 pontos
o bl Match +1 ponto

2

- J

Figura 7. Alinhamento de seqiiéncias . O alinhamento de seqiiéncias de DNA ¢ feito através da
procura de uma regido de similaridade entre duas sequiéncias. Quando essa regido é encontrada
sdo dados pontos para similaridades (match), diferencas (mismatches), abertura de falhas (gap
opening) e extensdo de falhas (gap extension) que possam ser encontradas no seu alinhamento. A
somatéria dos pontos desse alinhamento é chamado de escore do alinhamento e, no exemplo
mostrado, o escore do alinhamento é 3. Tais escores séo contabilizados tanto nos alinhamentos

globais quanto locais.

Os resultados do BLAST s&o entdo apresentados de acordo com dois pardmetros: o valor do
escore (Score bits) e o valor E (e-value). O valor de escore depende do tamanho do alinhamento,
do nimero de matches/mismatches/gaps e da matriz de comparacéo de sequéncias utilizada e é

normalizado através de variaveis estatisticas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLAST info/
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Blast output.html). Ja o valor E representa o nimero de alinhamentos com escores iguais ou

melhores que “S” que seria de se esperar que ocorressem ao acaso huma base de dados do
tamanho da utilizada. Assim, quanto menor o valor E, melhor o alinhamento, de forma que (hum
banco de dados de grandes proporcdes) um valor de E igual a O significa que ndo h& chance de
gque um alinhamento entre as duas seqUéncias tenha ocorrido por mero acaso

(hitp:/mww.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLAST info/glossary2.html).

O BLAST apresenta diferentes subprogramas que devem ser utilizados de acordo com o tipo de
sequiéncia de entrada e 0s bancos de dados que se deseja pesquisar. A TABELA 1 apresenta as

possibilidades de entrada, bancos de dados e programa a ser utilizado.

TAB1. UTILIZACAO DOS PROGRAMAS BLAST

FORMATO DA FORMATO DA PROGRAMA
SEQUENCIA DE BANCO DE DADOS SEQUENCIA QUE E BLAST
ENTRADA COMPARADO ADEQUADO
Nucleotideos Nucleotideos Nucleotideos BLASTN
Proteinas Proteinas Proteinas BLASTp
Nucleotideos Proteinas Proteinas BLASTXx
Proteinas Nucleotideos Proteinas tBLASTN
Nucleotideos Nucleotideos Proteinas tBLASTtX

Tabela 1: Programas BLAST utilizados de acordo com o formato de entrada de seqiiéncia e banco

de dados desejados. Adaptada de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/query

tutorial.html.

Nesse trabalho, onde utilizamos sequiéncias de nucleotideos como entrada, executamos 0s
programas BLASTn (para busca no banco de dados de nucleotideos) e BLASTx (para a busca no
banco de dados de proteinas). Nesse Ultimo a seqiéncia de entrada é traduzida nas seis fases de
leitura, produzindo seis seqiiéncias de proteinas, que sdo, entdo, utilizadas como entrada para a

execucdo de um BLASTp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/htmI/BLASThomehelp.html).

1.7. AGRUPAMENTO DE SEQUENCIAS DE DNA (CLUSTERING ANALYSIS)

Na andlise de clustering, as sequéncias de ESTs tratadas do organismo em questéo séo utilizadas
como entrada em um programa. Este deve comparar essas seqiéncias entre si, de forma a
encontrar quais delas sdo idénticas ou contém regides parecidas o suficiente para que sejam
reunidas em uma s@. Assim, o programa apresenta uma saida contendo as sequéncias que foram
agrupadas — chamadas de consensos ou contigs — e as seqliéncias que ndo foram reunidas (por

ndo apresentarem similaridade suficiente com nenhuma outra) — chamadas de singlets . Cada uma
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das sequéncias resultantes do agrupamento (seja ela uma singlet ou um contig) é chamada de
unique (FIGURA 8). Considerando uma anélise ideal (e utdpica), cada uma das sequiéncias unique
deve representar um gene distinto. Entretanto, na pratica, a presenca de familias génicas e de
genes duplicados dificulta a obtenc@o desse resultado ideal e, muitas vezes, a sequéncia unique
pode representar mais de um gene. Em outras ocasifes, um mesmo gene pode estar representado
por mais de um unigque, sendo que um dos uniques pode corresponder, por exemplo, a

extremidade 5’ de um determinado gene e outro & extremidade 3’ do mesmo.

Contig2 u

Contig1 N

= :
— Q

Singlet1 - u

Singlet4 E

| s

Sequéncias de S. mansoni
dos bancos de dados
(cDNA + ESTs)

Figura 8. Agrupamento das seqiiéncias . O agrupamento das sequiéncias produz as sequéncias
ndo-redundantes, chamadas de uniques. As unigues sdo o conjunto das sequéncias consenso

mais as seqliéncias singlets.

O agrupamento das sequéncias é importante devido, principalmente, aos seguintes fatores: (1)
elimina a redundancia das sequUéncias, (2) aumenta o tamanho das sequiéncias faciltando a
anotacdo por homologia (Oliveira & Johnston 2001), (3) aumenta o nivel de confiabilidade de cada
sequéncia (Miller et al. 1999). Diferentes abordagens tém sido utilizadas para o agrupamento de
sequiéncias de ESTs. O Unigene do NCBI utiliza comparag¢6es de sequéncias em varios niveis de

rigor para agrupar as sequéncias em consensos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ UniGene/build.html)

(Schuler 1997). No TIGR, os indices génicos sdo formados utilizando um software desenvolvido
por eles mesmos, o TIGR Assembler, ou o CAP3 (Liang et al. 2000). J& no projeto genoma
humano (HPG) as sequéncias sdo agrupadas utilizando-se o software PHRAP (International

Human Genome Sequencing Consortium 2001).

Ja foram publicados trabalhos mostrando o agrupamento de seqiiéncias de S. mansoni utilizando
outros softwares e outras abordagens (Franco et al. 1997). Atualmente alguns servigos
disponibilizam sequiéncias uniques de S. mansoni agrupadas de diferentes formas e utilizando
diferentes softwares. Esses servicos podem ser encontrados nos seguintes websites (Oliveira &
Jonhston 2001):
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v S. mansoni and S. japonicum clusters at the Schistosome Genome Network website:

http://www.nhm.ac.uk/hosted _sites/schisto/clusters/intro.html;

v" S. mansoni gene index at The Institute for Genomic Research: http://www. tigr.org/tdb/smaqi
(Quackenbush et al. 2001);

v S. mansoni clusters at University of Pennsylvania: http://www.cbil.upenn.edu/ParaDBs/

Schistosoma_2/index.html.

Apesar disso, preferimos realizar nossa prépria andlise, utilizando dois dos principais softwares
para o agrupamento de sequéncias: PHRAP e CAP3. Analisando suas capacidades podemos
definir melhor a qualidade desejada em nossos clusters e manté-los atualizados de acordo com

nossa necessidade.

1.8. DESCRICAO DO ALGORITMO UTILIzADO PELO CAP3 PARA O AGRUPAMENTO DE

SEQUENCIAS

Segundo a documentacéo do programa (Huang 1999) e o artigo publicado (Huang & Madan 1999),
o CAP3 realiza os seguintes procedimentos para definir as seqiéncias presentes em cada

consenso e montar sua seqiéncia:

1. Corte das regifes de baixa qualidade 5’ e 3’;

2. Realizagdo do alinhamento global das seqiiéncias entre si;

3. Calculo do escore de alinhamento de cada par de seqiiéncias (tamanho da sequéncia
sobreposta x qualidade da regido de sobreposicdo x escores de match/mismach/gap)
através de alinhamento global;

4. Realizagdo de alinhamentos locais para identificar falsas sobreposicdes;

5. Observacéo do arquivo de entrada contendo a identificagcdo das sequéncias e o tamanho
méximo e minimo de distancias entre elas (o CAP3 permite a utilizacdo desse tipo de
arquivo, 0 que proporciona sua utilizacdo em projetos onde h&a sequenciamento apenas
das extremidades de clones), identificando falsas sobreposicdes;

6. Comparagao do resultado do escore com os valores limites definidos
Se o escore do alinhamento for menor do que o escore minimo as sequéncias ndo formam
um agrupamento, se for maior, as seqiiéncias o formam;

7. Alinhamento global das seqiiéncias de cada consenso;

8. Calculo dos valores de qualidade dos nucleotideos de cada sequiéncia em cada posicao do

alinhamento global, para definir qual base sera adicionada ao consenso;
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9.

10.

Andlise das delecBes e insercbes entre as sequéncias para definir a montagem do

consenso,

Montagem das seqiiéncias consenso finais.

1.9. DESCRICAO DO ALGORITMO UTILIZADO PELO PHRAP PARA O AGRUPAMENTO DE

SEQUENCIAS

Segundo a documentacgdo do programa (Green 1999), o PHRAP funciona da seguinte forma:

N oo o &

10.

11.
12.

13.

14.

Lé a seqliéncia e o arquivo de qualidade, corta regibes de homo-polimero no fim das

sequiéncias e constréi as seqiiéncias complementares;

Encontra pares de sequéncias que tém regides de similaridade. Elimina leituras
duplicadas. Realiza compara¢Bes SWAT (Smith-Waterman) em pares de seqiiéncias que

apresentam regides de sobreposicdo e computa o escore de SWAT;

Procura regides de sobreposicdo caracteristicas de vetores e marca-as de forma que néo

sejam utilizadas no agrupamento;

Encontra regifes relativamente duplicadas;

Encontra seqiiéncias com regides de sobreposi¢cdo em si mesmas;

Encontra pares de seqiiéncias que ndo apresentam regides boas de sobreposicao;

Realiza comparagBes de seqliéncias aos pares para confirmar sobreposi¢des, utiliza-as
para computar valores de qualidade;

Computa escores de LLR para cada sobreposi¢édo (baseado na qualidade de bases iguais
e diferentes);

Realiza novamente os dois passos anteriores;

Encontra o melhor alinhamento para cada par sobreposto que tenha mais de um
alinhamento significante numa dada regido (melhor escore LLR dentre varias
sobreposi¢des).

Identifica sequiéncias provavelmente quiméricas e com dele¢des;

Constréi esquema de consensos, utilizando os escores de pares de sobreposicbes em

ordem decrescente. A consisténcia dos esquemas é checada em nivel de comparacdo

entre os pares de seqiiéncias;

Constréi a seqiiéncia dos consensos como um mosaico das partes de maior qualidade das
leituras;

Alinha sequéncias aos contigs, observa inconsisténcias e possiveis locais de alinhamento

incorreto. Ajusta os escores de LLR das seqiiéncias dos contigs.
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1.10. ANOTACAO DE GENOMAS

As seqléncias genbmicas séo fontes ricas de informacdes sobre a biologia dos organismos, mas
devem ser traduzidas através de andlises computacionais e de interpretacdo biol6gica para que
possamos extrair delas a maior quantidade possivel de dados Uteis (Lewis et al. 2000). A anotacao
genbmica consiste num processo de Vvarios passos e Stein (2001) divide-a, em trés categorias

basicas: a anotagdo de nucleotideos, de proteinas e de processos (FIGURA 9).

Anotacao de - Anotacao de Anotacao de

NUCLEOTIDEOS PROTEINAS PROCESSOS

Onde estao os genes? Quais sdo os genes? Como os genes interagem?

Figura 9. Anotacdo de genomas completos . Esquema representando as fases e as perguntas
gue se deseja responder em cada uma das fases da anotacdo de genomas. Retirado de
Prosdocimi et al. 2003.

A anotagdo de nucleotideos é feita quando existem informag8es sobre o genoma completo (ou
segmentos de DNA) de algum organismo. Assim, procura-se encontrar a localizacgao fisica (posi¢cdo
cromossdmica) de cada parte da seqiiéncia e descobrir onde estdo os genes (Rouzé 1999), RNAs,
elementos repetitivos, etc. Na anotacdo de proteinas, que é feita quando existem informacdes
sobre os genes (obtidos por sequenciamento gendmico ou de cDNA) de algum organismo,
procura-se identificar os genes ja descobertos e descobrir sua fungdo. Assim é possivel saber
quais sao aqueles que determinado organismo possui e quais ele ndo possui. A anotacédo de
processos procura identificar as vias e processos nos quais diferentes genes interagem, montando

uma anotacao funcional eficiente.

Nesse trabalho realizamos, principalmente, a anotagcdo em nivel protéico e abordamos vérios

aspectos da anotacéo de processos.

1.10.1. ANOTAGAO DE PROTEINAS

Nessa etapa da anotagdo gendmica procura-se montar um catalogo das proteinas e genes
presentes nos organismos, nomea-los e associé-los a provaveis fungbes através, principalmente,
de buscas por homologias (Aubourg & Rouzé 2001).

Vérias técnicas recentes tém sido desenvolvidas para identificar automaticamente as proteinas

pertencentes a diferentes grupos isofuncionais (chamados erroneamente de grupos de ortologia —
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Jensen 2001), entretanto muitas dessas técnicas podem gerar classificacdes ambiguas. Na prética,
0 que é normalmente feito é a classificacdo das proteinas preditas com base em dominios
funcionais, configuracdes espaciais e presenca de padrdes conservados, além de pesquisa ampla

de similaridade contra proteinas bem caracterizadas.

Uma forma comum de se realizar a anotagéo de proteinas € procurar similaridades das sequéncias
com proteinas presentes em diferentes bancos de dados, utilizando ferramentas de alinhamento
local como o BLASTp ou PSI-BLAST (Altschul et al. 1997). As cole¢cBes mais valiosas de
sequéncias de proteinas sdo os bancos de dados SWISS-PROT e TrEMBL. O primeiro apresenta
uma colecdo de sequéncias de proteinas confirmadas e extensivamente anotadas. Ele contém
ainda referéncias para outros bancos de dados de seqiiéncia e estrutura, referéncias bibliogréaficas,
identificac@o da familia protéica e descri¢cdes sobre a provavel funcéo e papel biol6gico da proteina
(Bairoch & Apweiler 2000). Entretanto, a velocidade do sequenciamento genémico € maior que a
dos curadores e, por isso, foi criado o banco de dados TrEMBL, que contém uma traducao
automética das sequéncias codificadoras (cds) submetidas aos bancos de dados de nucleotideos
(Lang 1997, Apweiler 2000).

Uma andlise complementar seria a procura de dominios funcionais, sendo que as bases de dados
mais utilizadas nesse processo sédo: PFAM, PRINTS, PROSITE, ProDom, SMART e BLOCKS.
Esses vérios bancos de dados de padrdes séo altamente sobreponiveis, mas cada um possui seu
proprio sistema de nomenclaturas e método de procura, o que torna dificil a interpretacdo dos
resultados (Stein 2001). Por isso foi desenvolvido, recentemente, um banco integrado de
assinaturas de proteinas, conhecido como InterPro, que procura integrar as informa¢des dos
bancos anteriormente citados. Cada entrada do InterPro contém uma breve descri¢do da familia ou
dominio, uma lista de proteinas do SWISS-PROT ou TrEMBL que o contém, referéncias
bibliograficas e links para cada um dos bancos membros (Apweiler et al. 2001). Infelizmente, o
InterPro ainda ndo apresenta um sistema de busca em larga escala de facil utilizacdo e, portanto,

ndo pudemos utiliza-lo no presente trabalho.

O banco InterPro tem sido utilizado para a anotagdo de diversos genomas, como o de leveduras,
vermes, moscas, mostardas e homens. Desses, cerca de 40% a 50% das proteinas preditas
possuem pelo menos uma entrada no InterPro, de onde se conclui que metade das proteinas
eucaridticas pertence a novas familias protéicas e que muito ainda precisa ser aprendido (Apweiler
et al. 2001).

Dissertacdo de Mestrado Francisco Prosdocimi



Introducgéo 18

1.10.2. ANOTACAO DE PROCESSOS

A parte mais interessante e desafiadora do processo de anotacdo génica € relacionar, finalmente,
a gendmica com 0s processos biolégicos. Para isso foi criado um consércio chamado Gene
Ontology (GO), que busca criar um vocabulario padrdo para descrever a funcdo dos genes
eucarioticos. Ele consiste em trés divisbes: fungdo molecular (atividade especifica do gene em
guestdo, por exemplo: atividade enzimética), processos bioldgicos (processo no qual o gene esti
inserido, como a meiose) e componentes celulares (descreve a estrutura celular na qual o gene
est4 localizado, como organelas ou ribossomos) (The Gene Ontology Consortium 2000). Apesar de
gue o GO realmente parece ser o processo mais adequado para a anotagdo génica preferimos,
nesse trabalho, ndo o utllizar. Essa escolha deveu-se ao fato de que faltam informacdes

pertinentes nos artigos e no site do projeto (http://www.geneontology.org) sobre como anotar e

identificar corretamente 0s genes e proteinas através desse servi¢co. Acreditamos que, num futuro

préximo, todos os organismos utilizardo o padrdo GO de anotacgao.

Para a anotacdo de processos € necessario mais do que trabalho computacional. Técnicas
biolégicas em larga escala, como mutagénese mediada por transposons, andlise de expressdo em
microarrays, RNA interference, identificagdo de proteinas por espectroscopia de massa, ensaios
baseados em green-fluorescent-protein para determinar a localizacdo subcelular e padrdes
temporais de expressdo de proteinas e estudos de duplo-hibrido em leveduras tém sido de
fundamental importancia para identificar o papel de genes e proteinas nos processos bioldgicos
(Stein 2001). Cada novo experimento adiciona mais informacéo e permite um melhor entendimento
do genoma.

No presente trabalho a anotagdo de processos foi realizada de modo a tentar correlacionar os
genes mais expressos em diferentes fases de desenvolvimento de S. mansoni com a biologia de
cada uma delas. Além disso, foi realizada a divisdo de todos os uniques anotados em categorias
funcionais de acordo com as categorias dos COGs (Clusters of Ortologous Groups —

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG) e 0s genes encontrados em cada categoria foram analisados

com relacdo as vias bioquimicas das quais participam. Realizamos ainda a comparac¢éo do nimero
de genes observados em cada uma das categorias com 0 nimero de genes observados na

categorizacdo de outros organismos eucariéticos de genoma completo.

Dissertacdo de Mestrado Francisco Prosdocimi



Introducgéo 19

1.10.3. A REALIZACAO DA ANOTACAO GENOMICA

Stein (2001) prop&e alguns modelos bastante pertinentes para explicar como é realizada, passo a
passo, a anotacdo gendmica. Segundo ele, esses processos de identificacdo génica normalmente
seguem algum dos seguintes modelos organizacionais: a fabrica, o museu e a festa. Cada modelo

€ adequado para alguma das fases do trabalho de anotagdo (Stein 2001).

Durante a primeira fase, quando o principal trabalho é encontrar genes e mapear variacées e
marcadores, o modelo da fabrica é o melhor. Nesse modelo uma rede de computadores trabalha
seguindo uma série de programas de anotagdo. A seqléncia de entrada é jogada numa série de
programas para predicdo de genes, procura de similaridades entre sequéncias de nucleotideos e
proteinas e procura de dominios funcionais. Isso permite a geragdo de grandes quantidades de

dados sobre o genoma.

Entdo se inicia a fase de museu, quando a énfase passa da localizagdo dos dados para a sua
interpretacdo. Nesse modelo um conjunto de curadores deve classificar e catalogar o genoma de
forma sistemética, encontrando e corrigindo erros feitos pelos programas na primeira etapa. A
maior parte dessa etapa é feita a mao e deve basear-se também na literatura obtida sobre o

organismo em questao para uma melhor integracdo com os dados genémicos.

Ap6s o tédio da curadoria é hora da festa. Nesse modelo, varios biélogos e bioinformatas s&o
colocados juntos em um mesmo ambiente para discutir, anotar e realizar o fechamento do genoma.
Os biblogos procuram associar os dados de genoma a biologia do organismo, montando varias
hipéteses de trabalho e os bioinformatas montam ferramentas e ddo o suporte técnico para ajudar
a produzir os resultados desejados. Esse modelo ja foi utilizado para a anotagdo do genoma de
Drosophila (Adams et al. 2000) e do camundongo (The RIKEN Genome Exploration Research
Group Phase Il Team and the FANTOM Consortium 2001).

E interessante notar que, enquanto o seqilenciamento gendmico € uma tarefa bastante
especializada, a anotacdo genémica é algo bastante multidisciplinar, no qual toda a comunidade

cientifica (biolégica) pode e deve contribuir.

Em nosso trabalho realizamos a etapa de fabrica (agrupamento das sequéncias e realizacdo de
BLASTS) e de museu (anotacéo e classificagdo dos uniques). Entretanto, como o genoma ainda
ndo estd completo e esse é um trabalho preliminar de estudo do status atual do transcriptoma de

S. mansoni, preferimos adiar a festa.
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2.0BJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Compilar as informacgfes produzidas pela comunidade cientifica sobre o status atual de
desenvolvimento do projeto genoma (transcriptoma) do verme Schistosoma mansoni e publicar um

website contendo informacdes relevantes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Produzir uma versdo mais confidvel de sequéncias de S. mansoni, livres de regides
contaminantes, como vetores, adaptadores e sitios de restricao;

2. Identificar os genes mais expressos em cada fase de desenvolvimento do parasita e
correlacionar esses dados com a biologia do organismo;

3. Produzir uma colecdo de sequéncias ndo-redundantes através do agrupamento (utilizando
os programas PHRAP e CAP3) e descobrir qual a porcentagem aproximada de genes de
S. mansoni j& foi seqlienciada e esta disponivel nos bancos de dados de seqiiéncias;

4. lIdentificar quais genes do verme ja foram sequenciados, realizando a anotacdo dos
uniques;
Classificar os uniques identificados em categorias funcionais;
Construir um website simples, agradavel e de facil navegacéo para abrigar todas essas

informacdes.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS UTILIZADOS

3.1.1.

v

3.1.2.

COMPUTADORES

Maquina Rigel

Particdo da estagdo Sun de alto-desempenho E-10.000 (com 32 processadores e 17Gb de
memoria RAM), contendo 4 processadores e 4Gb de RAM.

Maquina Genoma

Pentium Il com processador de 500MHz e 256Mb de memadria RAM.

Maquina Proteu

Pentium Il com processador de 500MHz e 128Mb de memadria RAM.

SOFTWARES

PHRAP e CROSS_MATCH
Ambos os softwares sdo fornecidos gratuitamente, num mesmo pacote, para 0 uso
académico. Para adquiri-los foi necessario entrar no site que contém o contrato académico

(http://www.phrap.org/consed/academic_agreement. txt) e redigir um e-mail contendo uma

cOpia do contrato, informacdes sobre nome, e-mail, instituicdo e os programas desejados.
E necesséario constar nesse mail que o usuario concorda com o que estd escrito no
contrato. A mensagem eletrénica foi enviada para o criador do software, Dr. Phil Green, da

universidade de Washington, phg@u.washington.edu, e, dessa forma, os programas foram

enviados, compactados, para o e-mail que constava no documento.
CAP3
O programa CAP3 esta disponivel gratuitamente através de pedido a Xiaogiu Huang

(xghuang@cs.iastate.edu). Mandamos, entdo, uma mensagem eletrdnica para o autor,

dizendo em qual plataforma gostariamos de executar o software. Recebemos, conforme
pedido, o programa compilado para Solaris e Linux.

UNIX

Sistema operacional j& instalado nos computadores do CENAPAD. Varios comandos do
pacote UNIX foram utilizados, a saber: grep, awk, sort, vi, vim, time, etc.

Pacote BLAST

Através de FTP anbnimo fizemos também o download dos arquivos executaveis do pacote
BLAST do NCBI, através do endereco ftp://ncbi.nim. nih.gov/blast/executables. O BLAST foi

instalado em plataforma Sun (méquina Rigel). Fizemos também o download das bases de
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dados ndo-redundantes de nucleotideos, proteinas, da base de dados do PDB e do
SWISS-PROT através de FTP em ftp://ncbi.nlm.nih.gov/blast/db.
v' Interpretador PERL

Instalado junto com o sistema operacional linux (maquina genoma) ou solaris (maquina
rigel). Utilizado para executar os programas gerados na linguagem PERL.

v" Microsoft Frontpage 2000 e Microsoft Word 2000
Utilizados para a montagem do website. Previamente comprados e instalados.

v' Macromedia Flash MMX

Utilizado para a montagem das figuras do website. Previamente comprado e instalado.

3.2. OBTENCAO DAS SEQUENCIAS DE S. mansoni

As sequiéncias de nucleotideos de S. mansoni foram obtdas no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para selecionarmos apenas as seqiéncias de mRNA do parasita,

fizemos a seguinte busca no GenBank.

("Schistosoma mansoni“[Organism] AND biomol_mrna[PR OP))

A primeira etapa do projeto (até secdo 3.6, inclusive) foi realizada com um banco de dados de
seqliéncias de S. mansoni ja presente nas maquinas do CENAPAD e o conjunto de dados foi
atualizado para a segunda etapa do projeto. Assim a primeira etapa do trabalho foi realizada com
as sequéncias obtidas através de busca no GenBank no dia 25/05/2001. A partir daqui iremos nos
referir ao arquivo contendo essas seqiiéncias como Sm0501. Para a segunda etapa do projeto o
conjunto de dados foi atualizado através da obtencéo das sequéncias de mRNA de S. mansoni do
GenBank, no dia 19/04/2002. O arquivo contendo as seqiéncias atualizadas sera chamado de
Sm0402.

3.3. TRATAMENTO DAS SEQUENCIAS OBTIDAS DO GENBANK

As sequéncias de entrada (Sm0501 e Sm0402) foram tratadas de forma a retirar as regides que
ndo representam o mMRNA de S. mansoni. Assim, foram retiradas as seqiéncias de vetores,
adaptadores e sitios de restricdo mais comumente utilizadas na montagem de bibliotecas de cDNA.
Além disso, para evitar erros no agrupamento das sequéncias, foram retiradas as seqiéncias

menores do que 150 nucleotideos e com mais de 4% de ambiguidade (N ou X). Das sequéncias
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restantes, foram retirados os sitios de poli T 5’ e poli A 3’ para evitar o agrupamento incorreto pelos

programas. Um esquema dessa metodologia pode ser conferido na FIGURA 10, a seguir:

Sequencias de Entrada

Sm0501 e Sm0402 » S0
- ™ Sequencias mascaradas
( Cross Match/} » smansoni.screen

e
Sequencias de vetores ‘ o -

vetores.fasta

PERL
Sequencias com menos @ .
de 150 nctd ou mais flltl’Ol.pl

de 4% de ambiguidade (N ou X)

Sequencias semi-filtradas

Retirada de sequencias de adaptadores, smansoni.screen.NT

poli T 5', poli A 3', sitios de Xho

PERL

Sequencias filtradas filtl‘uz.pl
smansoni.ok

Figura 10. Esquema da metodologia utilizada para a filtragem d  as sequéncias. Sequéncia de
passos utilizada para a filtragem das regides que ndo representam mRNA, das sequiéncias
pequenas e de baixa qualidade e de regifes que poderiam atrapalhar o posterior agrupamento das

sequiéncias de S. mansoni.
3.3.1. RETIRADA DE SEQUENCIAS DE VETORES

As seqléncias de entrada do GenBank foram, primeiramente, filtradas para retirar as seqiiéncias
de vetores que poderiam existr em suas extremidades. Para isso utilizamos o software

CROSS_MATCH.

Comecamos o trabalho utilizando o arquivo UniVec_Core para mascarar as seqiéncias de vetor
do nosso arquivo de sequéncias. Entretanto, ao observar o arquivo contendo as sequiiéncias
mascaradas, notamos que havia falsos positivos e que, mesmo o UniVec_Core, estava
mascarando algumas regifes que ndo eram vetores. Além disso, o programa deixava de mascarar

um namero muito grande de sequéncias adaptadoras.

Devido a esse fato resolvemos montar nosso proprio arquivo de vetores contendo apenas 0s
principais vetores utilizados na montagem de bibliotecas de cDNA. O nosso Univec_Schisto foi

montado, contendo apenas as sequéncias dos seguintes vetores de clonagem:

v" pGEM Promega

http://www.promega.com/vectors/pgem5zfm.txt;
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v' pBlueScript SK- Stratagene
http://www.stratagene.com/vectors/sequences/ bl2ksm_s. txt;
v" pUC 18/19 (Accession Number - U03991.1).

Utilizando o software CROSS_MATCH realizamos a busca das regifes de vetor em nossas
sequéncias. Os parametros foram utilizados de acordo com a documentacéo do programa (Green

1999) e a linha de comando utilizada é mostrada a seguir:

cross_match smansoni univec_schisto —minmatch 10 —m inscore 20 —screen

onde,

smansoni é o nome do arquivo contendo sequéncias de mRNA de S. mansoni obtidas do banco
de dados (Sm0501 ou Sm0402);

univec_schisto é o arquivo montado com a sequéncia dos vetores;

-minmatch 10 é o pardmetro que mostra o tamanho minimo da seqiiéncia a ser comparada entre
os dois arquivos FASTA (o arquivo com as sequéncias de S. mansoni e o arquivo de seqiiéncias
de vetores);

-minscore 20 € o parametro que define o escore minimo do alinhamento para o mascaramento
das sequiéncias (nucleotideos idénticos nas duas seqiiéncias geram um valor +1). Se o0 escore de
um alinhamento contra as seqiiéncias de vetores é menor do que 0 MINSCORE, a seqléncia nédo é
considerada como contaminag&o;

-screen € o parametro que define que o arquivo de saida deve conter o arquivo de entrada

contendo letras Xs nas regibes relativas a seqiiéncias de vetores.

O programa deve gerar, portanto, um arquivo de saida — smansoni.screen — onde as sequéncias

que representavam vetores foram mascaradas com letras Xs.

3.3.2. RETIRADA DE SEQUENCIAS PEQUENAS E DE BAIXA QUALIDADE

Segundo Adams e colaboradores (1991), uma sequéncia de EST deve ser utilizada se apresentar

menos de 4% de ambiglidade e mais de 150 nucleotideos. Para obté-las foi desenvolvido um

programa em linguagem peRL (filtro1.pl) que utiliza o seguinte procedimento:

1. Conta o numero de nucleotideos de cada sequéncia;

2. Observa a quantidade de Ns e Xs na seqiéncia;
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3. Se o numero de Ns + Xs for maior do que 4% do tamanho da sequéncia, ela é jogada num
arquivo de safda smansoni.screen.nx (tais sequéncias ndo serdo aproveitadas nas

etapas posteriores do trabalho);

4. Se o numero de nucleotideos da seqiiéncia for menor do que 150, ela é jogada num
arquivo de saida smansoni.screen.tam (tais sequéncias ndo serdo aproveitadas nas

etapas posteriores do trabalho);

5. Se o tamanho da seqiiéncia for maior ou igual a 150 nucleotideos, e o nimero de Ns + Xs
for menor do que 4% do tamanho da seqiéncia, ela é jogada no arquivo
smansoni.screenNT (essas serdo as seqiiéncias aproveitadas para a etapa posterior do
trabalho).

Os arquivos smansoni.screen.nx e smansoni.screen.tam foram observados para que fosse

confirmada a correta execucéo do programa.

Para que fossem retiradas seqiiéncias adaptadoras mais frequentemente utilizadas (CACGAG),
sitios da enzima de restricdo Xhol (CTCGAG) (utilizada para a clonagem da maioria das
seqliéncias de S. mansoni dos bancos de dados), sequéncias de poliT 5 (TTTTTTTTTT) e
sequéncias de poliA 3' (AAAAAAAAAA) do arquivo smansoni.screenNT foi feito um novo

programa PERL (filtro2.pl) que realiza os seguintes passos:

v" Observa na primeira linha de cada sequiéncia FASTA:
Existéncia de seqiéncia adaptadora, poliT, e sitio de Xhol;
Se encontrar, retirar tal seqiiéncia e tudo que estiver 5’ a ela (provavelmente seqiéncias
de vetor);
v" Observa na Ultima e pendltima linha de cada seqiiéncia FASTA:
Existéncia de seqliéncia poliA, e sitio de Xhol;
Se encontrar, retirar tal seqiiéncia e tudo que estiver 3’ a ela (provavelmente seqiéncias

de vetor);

Cada linha de um arquivo no formato FASTA contém, normalmente, 50 nucleotideos. Como a
dltima linha de cada seqiiéncia pode conter um Unico nucleotideo (ou cingiienta), resolvemos

observar também a penultima linha no segundo caso.

Para fins de confirmacéo do correto funcionamento, ap6s sua execuc¢ado, o programa apresenta na
tela um resumo de tudo o que fez. Nesse resumo ele mostra o GI de cada sequiéncia alterada,
mostrando o que foi alterado em cada uma delas (retirada de adaptador, sitio de Xhol, poliT ou

poliA). Esse resumo foi utilizado para calcular o nimero e a porcentagem de sequéncias que
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apresentavam cada um dos contaminantes citados e também para a conferéncia da correta

execugdo do programa.

Os arquivos resultantes dessas etapas foram chamados de sm0501.0k ou sm0402.0k e foram

utilizado como base (entrada) para a execucao dos programas de agrupamento de seqiiéncias.

3.4. AGRUPAMENTO DAS SEQUENCIAS DE S. mansoni UTILIZANDO OS SOFTWARES
PHRAP E CAP3

O arquivo filtrado obtido na primeira etapa, sm0501.0k, foi entdo utilizado como entrada para a
execucdo dos softwares de agrupamento de seqiiéncias: PHRAP e CAP3. Devido a estudos
anteriores com os dois softwares (Prosdocimi 2002, monografia de bacharelado), ambos foram
utilizados segundo critérios mais rigorosos de agrupamento. Em ambos os casos as seqiiéncias
agrupadas foram aquelas que apresentavam pelo menos uma sobreposicdo de 40 nucleotideos

com um escore de alinhamento igual a 40.

As linhas de comando utilizadas para os dois softwares foram as seguintes:

$> cap3 sm0501.0k —o 40 —s 800
$> phrap sm0501.ok —minmatch 40 —minscore 40

Dessa forma, ambos os programas produziram arquivos de contigs e singlets, além de arquivos

LOoG, mostrando o que o programa realizou para sua execugao.

3.5. IDENTIFICACAO DOS UNIQUES MAIS EXPRESSOS POR CADA PROGRAMA

Foram produzidos, nessa etapa, dois programas PERL para calcular o nimero de sequéncias
agrupadas em cada cluster. Cada um dos programas desenvolvidos acessava algum dos arquivos
de LoG produzidos pelo PHRAP ou CAP3 para obter essa informac&o. Dessa forma foram geradas
duas tabelas por cada programa, mostrando o nimero de seqiiéncias presente em cada cluster ou
0 numero de clusters contendo determinado nimero de seqiiéncias. Por exemplo, através da
execucdo desse programa, observou-se, para o0 CAP3, que o Cluster 1 continha 5 seqiéncias e

gue havia 12 clusters contendo 15 sequéncias.
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3.6. IDENTIFICACAO DAS FASES DE DESENVOLVIMENTO E ANOTACAO DOS UNIQUES MAIS

EXPRESSOS POR CADA PROGRAMA

Nesse momento tivemos que voltar ao GenBank para obter novamente as seqiiéncias de mRNA
de S. mansoni no formato Genbank, ja que no formato FASTA, como haviamos obtido, ndo ha
informacéo sobre a fase de desenvolvimento da qual a seqiiéncia foi produzida. Fizemos entdo o

download das sequéncias que compunham 0s uniques mais expressos no formato Genbank.

A identificacdo das fases de desenvolvimento foi realizada através da utilizacdo de um programa
PERL que procurava a informac¢&o sobre biblioteca no arquivo GenBank. Tal programa procurava,
no local relativo & biblioteca, alguma das seguintes palavras: egg, cercaria, lung, male, female,
adult, adult worm ou AW. Assim o programa produzia um arquivo de saida contendo os
identificadores das seqiiéncias de cada uma das fases para posterior conferéncia. Além disso, o
programa recebia como entrada o nimero do identificador (GI) das sequéncias de cada cluster e
produzia uma tabela contendo, para cada cluster mais expresso, o numero de seqiiéncias
presentes em cada uma das bibliotecas. Dessa forma descobrimos em quais fases de

desenvolvimento estes genes estavam sendo transcritos.

A anotagdo dos unigues mais expressos foi realizada através de inspecéo visual do resultado do
BLASTx contra o banco ndo-redundante de proteinas do NCBI (nr) e do resultado do BLASTn

contra o banco de dados ndo-redundante de nucleotideos do NCBI (nt).

3.7. ANOTACAO DOS UNIQUES DE S. mansoni

3.7.1. EXECUGCAO DE PROGRAMAS DE ALINHAMENTO LocAL (BLAST) CONTRA BANCOS DE
DADOS DE SEQUENCIAS PARA A PESQUISA DE HOMOLOGIA

Depois da analise dos dados obtidos na primeira etapa, os dados de seqiiéncias de mRNA de S.
mansoni foram atualizados e filtrados. Assim, o arquivo Sm0402.0k foi utilizado como entrada para
o programa CAP3. Os uniques (consensos + singlets) gerados foram anotados manualmente
através da observacdo visual da homologia contra diferentes bancos de dados. O arquivo de
uniques foi gerado através da concatenagéo do arquivo de singlets e de contigs, realizada através
do comando cAT do Unix. Utilizando o programa BLAST, rodando localmente, realizamos a busca

por homologia contra os seguintes bancos de dados:
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v" Banco de dados nao-redundante de proteinas (NR) : conttm todas as proteinas

depositadas no GenBank;

v" Banco de dados ndo-redundante de nucleotideos (NT) : contém todas as seqiéncias de

nucleotideos depositadas no GenBank (menos ESTs e sequéncias genémicas finalizadas);

v" Banco de dados do SWISS-PROT (SP): é um dos bancos de dados mais bem organizado
de proteinas, muito bem anotado, apresentando véarias informacdes funcionais sobre as

proteinas catalogadas;

v Banco de dados de genoma de S. mansoni: produzido através do download (do
GenBank) e formatacdo de todas sequiéncias de nucleotideos génicas e gendmicas de S.

mansoni;

De forma a limitar o tempo de processamento dos BLASTs — que chegava a durar uma semana
inteira ocupando uma das melhores méquinas do CENAPAD (Rigel) — utilizamos um valor de cut-
off para o e-value do programa BLAST de 1 x 10™"°. Esse valor foi escolhido devido & observacdo
de BLASTS realizados previamente com valor de cut-off DEFAULT (10) e diminuiu sensivelmente o
tempo de execucdo do programa. Observando resultados do BLAST com valor de cut-off DEFAULT,
pudemos perceber que as seqiiéncias homoélogas com e-value maior do que 1 x 10™*°, na grande

maioria das vezes, ndo apresentavam uma boa similaridade com a sequiéncia de entrada.

As linhas de comando executadas para as compara¢Bes com diferentes bancos de dados podem

ser vistas abaixo:

NR
$> blastall -p blastx -d nr -i sm0402.capos —e 0.0000000001 -0 sm.nr.x10

NT
$> blastall -p blastn -d nt -i sm0402.capos —e 0.0000000001 -0 sm.nt.n10

SP
$> blastall -p blastx -d swissprot —i sm0402.capos -e 0.00000000001 -0 sm.sp.x10

S. mansoni genome
$> blastall -p blastn -d schisto_genome —i sm0402.capos -e 0.00000000001 -0 sm.ge.x10
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3.7.2. ANOTACAO MANUAL DOS UNIQUES ATRAVES DE OBSERVACAO DOS RESULTADOS DOS
BLASTs

A anotac@o manual dos unigues de S. mansoni foi realizada através da observacéo dos resultados

obtidos, de cada um dos uniques, nas pesquisas de homologia (BLASTS) contra os bancos de
dados do SWISS-PROT, NR e NT (FIGURA 11).

Seqs. unique

geradas pelo CAP3 Bancos de dados

Swissprot mmp

ég‘ NR -::
== —-

Figura 11. Esquema da metodologia utilizada para a anotacdo da s sequéncias. As sequéncias

uniques eram alinhadas localmente contra os bancos de dados NR, NT e SWISS-PROT e a

anotacao era realizada observando o resultado obtido nesses alinhamentos.

Alguns critérios basicos foram utilizados para realizar a anotacéo, dentre eles:

v

v

Prioridade para os resultados do BLAST-SP (BLAST SW  ISS-PROT)

Como o banco de dados SP é mais bem organizado e curado do que todos 0s outros
utilizados, preferimos adotar sua anotacdo a utilizar anotagdes de outros bancos, como,
por exemplo, o NR. Dessa forma, sempre que possivel, utilizamos as anotagdes do SP,
mais claras e completas, para identificar os genes de S. mansoni.

Apresentacdo dos nimeros de classificagdo das enzim as (ECs)

Durante a anotacdo das enzimas nesse trabalho, tentamos, sempre que possivel,
identificar seu nimero de acordo com a atual nomenclatura enzimatica (Bairoch 2000) da
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB - International Union of
Biochemistry and Molecular Biology), de forma a tornar nossa anotagdo universal e de facil
comparagdo com outros sistemas de classificagcdo e bancos de dados. O codigo de 4
digitos EC define a classe das enzimas: 1, oxidoredutases; 2, transferases; 3, hidrolases;
4, liases; 5, isomerases; e 6, sintetases. O significado dos digitos posteriores depende da

classe da enzima e da informacdes sobre substratos e cofatores. O Ultimo digito representa
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v

a especificidade ao substrato, mecanismo molecular ou o tipo de ligacdo quimica (Devos &
Valencia 2001).

Consensos no BLAST-SP com diversos organismos

Quando eram observadas, no BLAST-SP, similaridades com a mesma proteina de diversos
organismos diferentes, a sequéncia foi identificada como:

Putative gene for (home da proteina em questao).

Altas similaridades com genes/proteinas de  S. mansoni

Quando eram observadas altas similaridades com genes/proteinas de S. mansoni, estes
eram classificados como sendo do préprio organismo. Nessas ocasides, 0 que acontecia
era que, na formacdo dos consensos, 0s genes/proteinas originais sofreram pequenas
alteracdes em suas seqiiéncias e mostraram-se um pouco diferentes das seqiéncias
depositadas nos bancos de dados. Assim, tais genes/proteinas foram identificadas como:
Schistosoma mansoni (home do gene/proteina em questao)

Baixas similaridades com genes/proteinas de  S. mansoni

Quando eram observados genes ou proteinas com baixas similaridades com proteinas de
S. mansoni, estes eram classificados como similares a genes/proteinas do verme. Esta
classe provavelmente representa genes duplicados, membros de familias génicas ou ESTs
com erros de sequenciamento e foram identificadas como:

Similar to Schistosoma mansoni (home do gene/proteina em questéo)

Similaridades com genes/proteinas de outros organis mos

Quando ndo encontramos um consenso no resultado do BLAST-SP, identificamos as
sequéncias através de seus homdélogos em outros organismos. Assim, eram observados 0s
primeiros 10 hits e, se havia algum consenso (a mesma proteina era identificada entre
varios deles), mesmo que o best hit ndo fosse identificado assim, preferimos identificar a
sequiéncia como similar ao organismo que apresentava mais alto hit e estava dentro do
consenso. Nos casos onde ndo havia consenso ou quando o valor de similaridade (e-
value) do best hit era significativamente maior do que o das sequéncias a seguir,
preferimos identificar a seqiiéncia como similar ao best hit. Assim, esses uniques ficaram
identificados da seguinte maneira:

Similar to (home do organismo com o melhor hit no BLAST-NR ou BLAST-NT) (nome do

gene/proteina em questdo).

O BLAST contra 0 genoma de S. mansoni ndo foi utilizado para a anotacdo em si, pois seus

resultados estavam ja incluidos no resultado do BLASTh contra o banco de dados NT. Sua

principal utilizacao foi para confirmar que determinados genes j& foram encontrados no genoma do

parasita.
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3.8. CLASSIFICACAO DOS UNIQUES DE S. mansoni EM CATEGORIAS FUNCIONAIS

Durante a anotagdo, os uniques foram também classificados de acordo com as categorias

funcionais presentes nos COGs (Clusters of Ortologous Groups — http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

COG) do NCBI (Tatusov et al. 2001). A classificagdo foi realizada manualmente utilizando, para
isso, informag®es funcionais presentes em arquivos do NCBI (Weller et al. 2002), em informacdes

do SWISS-PROT, em programas de busca na Internet (Google — http://www.google.com), sites

com informacdes compiladas sobre genes, como o KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes — http://www.genome.ad.jp/kega/) (Kanehisa et al. 2002) e em artigos e livros

especializados das mais diversas areas (Watson et al. 1997; Griffiths et al. 1998; Nelson e Cox

2000). As categorias presentes nos COGs podem ser observadas na FIGURA 12.

PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DE INFORMAGOES
Traducgéo, estrutura ribossomal e biogénese
Transcricéo
Replicacéo, recombinacgédo e reparo do DNA

PROCESSOS CELULARES
Divisdo celular e particionamento cromossémico
Modificag&@o pds-traducional, turnover de proteinas e chaperones
Biogénese do envelope celular, membrana externa
Mobilidade celular e secre¢éo
Metabolismo e transporte de ions inorganicos
Mecanismos de transducéo de sinais

METABOLISMO

Producéo e conversao de energia
Metabolismo e transporte de carboidratos
Metabolismo e transporte de aminoacidos
Metabolismo e transporte de nucleotideos
Metabolismo de coenzimas
Metabolismo de lipideos
Biossintese, catabolismo e transporte de metabdlitos secundarios

POBREMENTE CARACTERIZADOS

R Somente predi¢éo de funcao geral
S Funcéo desconhecida

[ L ]

4 1vZ2Z200

O—ITmoOO

Figura 12. Categorias funcionais dos COGs. O projeto COG classifica 0os genes em 4 grupos

funcionais principais, sendo cada um deles dividido em subgrupos.

Entendemos que um padrdo de classificacdo eficiente, simples e de qualidade é dificil de ser
criado e que a natureza ndo exibe os padrdes fixos que gostariamos de criar para que
pudéssemos entender melhor o funcionamento dos genomas. Dessa forma, preferimos utilizar um
padrédo que j& é amplamente conhecido na comunidade cientifica e que foi criado e é utilizado num
dos maiores centros de bioinformatica do mundo, o NCBI. E importante notar que, devido a

artificialidade dos grupos de classificagcdo, alguns genes foram incluidos em mais de uma categoria
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funcional. Além disso, devido ao fato de que o COGs foi desenvolvido para lidar com organismos
procariotos (apesar de conter também classificacdes de eucariotos), tivemos a necessidade de

criar novas subcategorias e de adaptar certas familias de proteinas em categorias ja existentes.

3.9. MONTAGEM DE WEBSITE PARA A ANOTACAO DO TRANSCRIPTOMA DE S. mansoni

De modo a facilitar e agilizar o processo de anotacdo dos milhares de uniques de S. mansoni
foram criadas paginas web apresentando um formulario de preenchimento dos dados necessarios

para a anotacdo e todas as informacdes necessarias para preenché-lo (FIGURA 13).

| Bioinformatical
| / Analysis OF
e SCcHISTOSOMA ' MANSONI

= TRANISCRIPTONE

Home | Functional categories | Download

Putative identification |

DNA Sequence — Contigl

Sequences clustered - 4224404 | 5869354 | 5788839 | 12353515 | 17155348 | 19071248 |
Alignment of sequences

Functional category
Cl1CKCL
FDCOTrMIOCNCPLCT
0 0G OEOFCHOI OQ

OREDS
Other information
=
Enviar consulta Redefinir
BLAST Raw data
. . Blast it
BLAST against non-redundant nucleotide database BLASTn NT novl
< . Blast it
BLAST against non-redundant protein database BLASTx NR Foiw
BLAST against SWISSPROT database BLASTx SP BLE:)S‘E I't
BLAST against S. mansoni genomic database BLASTh GEN I\.IOt
available

Click on BLASTs to see the data used in our annotation, data from 04/2002. To make a new and actualized
BLAST analysis click on Blast it now in accord to the database desired.

Back - Next

Figura 13. P&gina com formulério para a anotacdo. Para facilitar a anotacéo foram criadas

paginas para cada unique com seus respectivos BLASTS e com campos para a anotagdo dos
nomes, categorias e comentarios relativos a cada um dos uniques.
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3.10. MONTAGEM DE WEBSITE PARA PUBLICACAO DAS INFORMACOES OBTIDAS

O site foi desenvolvido utilizando-se o programa Microsoft Frontpage , versdo 2000. As figuras

foram feitas utilizando o software Macromedia Flash MMX . Através de programac¢do PERL um

site padrdo montado no Frontpage foi modificado para gerar paginas com informagdes sobre cada

unique. Assim, foi montada uma pagina para cada um dos uniques, contendo as seguintes

informacdes:

v' Identificagdo do unique (anotagdo);

v' Sequéncias de nucleotideos
No caso de consensos, foi apresentado o nimero dos Gis das seqiiéncias que o formam,
com link para o NCBI; a seqiiéncia de nucleotideos do contig; e o alinhamento das
sequiéncias realizado pelo CAP3 para sua montagem;
No caso de singlets, seu nimero de GI com link para o NCBI, sua seqiiéncia deve ser
obtida ali;

v' Categoria Funcional do Unique, baseada nos COGs;

v" Principais homologias de nucleotideos
As paginas de cada unique apresentam os quatro melhores hits obtidos no BLASTh,
guando possivel.

v" Principais homologias de proteinas
As paginas de cada unique apresentam os quatro melhores hits obtidos no BLASTYX,
guando possivel.

v" Principais homologias contra o genoma de  S. mansoni
As péaginas de cada unique apresentam os quatro melhores hits obtidos no BLASTn contra
0 genoma do verme, quando possivel.

v' Resultados brutos
Foram apresentados os resultados de todos os BLASTs que utilizamos para realizar a
anotacdo nas péaginas. Assim os usuéarios podem ver os resultados de BLAST de cada
unique.

v' Blastit now

Além do BLAST que utilizamos foi colocado na pagina um link para realizar um BLAST
instantdneo no NCBI. Para ver o resultado do BLAST do unique em questdo, atualizado,
basta clicar no link blast it now de cada banco de dados. O botdo aciona o servico no

NCBI e o resultado é visto na hora.

Além disso, o site contém informacdes sobre toda a metodologia utilizada no trabalho, assim como

outras informacdes pertinentes. Um mecanismo de busca permite que 0 usuario procure seu gene

Dissertacdo de Mestrado Francisco Prosdocimi



Materiais e Métodos 34

desejado de S. mansoni através do numero de GI, AN, ou palavra-chave. O endereco é
http://www.icb.ufmg.br/~Ilgb/schisto.

3.11. ANALISES DOS RESULTADOS DA ANOTACAO GENICA

Para a analise dos dados obtidos no processo de anotagdo génica, identificamos o niamero de
uniques em cada uma das seguintes classes:

Uniques sem anotacgdo (no match);
Uniques anotadas através de homologia com genes de outros organismos;

Uniques anotadas através de homologia com genes de S. mansoni;

I\

Uniques que representam genes de S. mansoni;

Foi contabilizado o nimero de uniques presentes em cada uma das categorias funcionais, de

forma a possibilitar uma visdo macro sobre o status atual do transcriptoma de S. mansoni.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. OBTENCAO E INSTALACAO DOS SOFTWARES UTILIZADOS

Os softwares PHRAP e CAP3 foram recebidos através de e-mail e instalados com sucesso, de

acordo com as informac¢des contidas na documentacéo.

O pacote BLAST, obtido através de download an6nimo do site de FTP do NCBI

(ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov), foi instalado de acordo com instru¢des, assim como seus bancos de

dados e o programa de formatagdo desses bancos (formatdb).

4.2. OBTENGCAO DAS SEQUENCIAS DE S. mansoni

A primeira busca das sequéncias de S. mansoni ho GenBank, que gerou o arquivo de entrada
utlizado na primeira etapa do trabalho, foi realizada no dia 25/05/2001 e retornou 14.275
sequiéncias, dentre ESTs, sequéncias completas (complete cds) e incompletas (parcial cds) de
cDNA. A atualizagdo dos dados foi realizada no dia 19/04/2002 e retornou as 17.071 seqiiéncias
utlizadas na segunda etapa do trabalho. Uma busca similar por seqiiéncias realizada no dia
22/01/2003 retornou 17.104 genes, de modo que a segunda parte desse trabalho representa,

guase completamente, o status atual do transcriptoma de S. mansoni.

4.3. TRATAMENTO DAS SEQUENCIAS OBTIDAS DO GENBANK

4.3.1. RETIRADA DE SEQUENCIAS DE VETORES
Ao executarmos o0 programa CROSS_MATCH contra nosso banco de dados de vetores especialmente
construido, obtivemos arquivos de saida contendo as regides que representavam vetores

mascaradas com letras Xs.

Um exemplo de seqiiéncia (Gl: 9429129) mascarada pode ser observado a seguir:
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> gi|9429129 (antes do C ROSS MATCH
CCGCTGAGTGTGTTGGTTATTTAGGACAGAGATATTGTAATTATTAAGBEGA CTGAGATTAAGAT
TGTCTTAGGTTAGTAAAGTTATTTACATAGCTTAGAAGATTGATTANTAREGTTGGTTAAGAGAG
GTCATTTAGTAAAATTAGATATATAATGATGGTGGAATAAGTAGGTRAGEAGTTGTTCCTTGTT
TTAGGAGTTGCCACCAAAGTGTTTATTAAAAACATTGCTATTAGTAARBTAGTAGGCTCTGCGG
AGAATTCGATATCACGCTTATCGATACCGTCGACCTCGGGGGGGRRTEBCGA

> gi|9429129 (depois do C ROSS MATCH
CCGCTGAGTGTGTTGGTTATTTAGGACAGAGATATTGTAATTATTAAGBEGA CTGAGATTAAGAT
TGTCTTAGGTTAGTAAAGTTATTTACATAGCTTAGAAGATTGATTANTAREGTTGGTTAAGAGAG
GTCATTTAGTAAAATTAGATATATAATGATGGTGGAATAAGTAGGTRAGEAGTTGTTCCTTGTT
TTAGGAGTTGCCACCAAAGTGTTTATTAAAAACATTGCTATTAGTAARBTAGTAGGCTCTGCGG
iV 9.0.9.0.:9.9.0.9.9.0.9.0.:9.9.9.9.0.0.9.9.0.9.0.99.9.90 009000000000 0.0.0.0.0.0.6 ¢ 6.4 ¢ (

4.3.2. RETIRADA DE SEQUENCIAS PEQUENAS E DE BAIXA QUALIDADE

Os arquivos contendo as sequéncias cuja porcentagem de letras Ns + Xs foi maior do que 4% e
aqueles contendo as sequéncias cujo tamanho foi menor do que 150 nucleotideos foram
observados para que fosse confirmada a correta execugcdo do programa. Na tabela abaixo

podemos ver o nimero de seqiéncias rejeitadas com relagdo a cada um dos casos.

TAB2. NUMERO DE SEQUENCIAS REJEITADAS PELO PROGRAMA FILTRO1.PL

ARQUIVO INICIAL ARQUIVO NX ARQuUIVO TAM ARQuUIVO FINAL
677 616 12982
Sm0501 14275 (4,74%) (4,31%) (90,94%)
683 823 15565
e e (4,00%) (4,82%) (91,18%)

Tabela 2: NUumero de seqiiéncias rejeitadas pelo programa filtrol.pl devido ao pequeno tamanho
(arquivo TAM) ou excesso de Ns e Xs (arquivo NX). Vale notar que, se a sequéncia possui

pequeno tamanho e também excesso de Ns e Xs, ela é contada no arquivo NX.

Observando a TABELA 2 podemos perceber que cerca de 9% das sequéncias foram rejeitadas
devido & baixa qualidade (alta porcentagem de Ns e Xs) ou ao pequeno tamanho. Notamos
também que as sequiéncias depositadas entre as duas atualiza¢gbes contiveram boa qualidade ja
gue apenas 6 delas tinham mais de 4% de N ou X. Ainda com relacdo as duas atualizacdes,
observamos que mais de 200 sequéncias de pequeno tamanho foram depositadas e que, de modo

geral, a porcentagem de sequiéncias aproveitadas ficou mesmo em torno de 91%.
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4.3.3. RETIRADA DE OUTROS CONTAMINANTES QUE PODERIAM ATRAPALHAR NO
AGRUPAMENTO DAS SEQUENCIAS

O programa filtro2.pl foi entdo executado sobre o arquivo de saida do programa filtrol.pl,
contendo as sequiéncias com as regides de vetores mascaradas e sem as sequéncias pequenas e
de baixa qualidade. O programa filtro2.pl é responsével por retirar as seqiiéncias de adaptadores
(CACGAG), sitios da enzima de restricdo Xhol (CTCGAG), sequéncias de poliT 5’ (TTTTTTTTTT)
e sequéncias de poliA 3' (AAAAAAAAAA).

Apl6s sua execugdo, o programa filtro2.pl, apresenta, para fins de confirma¢&do de seu correto
funcionamento, um resumo de tudo o que fez. Nesse resumo ele mostra o GI de cada sequéncia
alterada, mostrando o que foi alterado em cada uma delas (retirada de adaptador, sitio de Xhol,
poliT ou poliA). Na TABELA 3 é possivel observar o nimero e porcentagem de seqiéncias que
apresentavam cada um dos contaminantes observados (0o numero total de sequUéncias aqui é
12.982):

TAB3. NUMERO DE SEQUENCIAS ALTERADAS PELO PROGRAMA FILTROZ2.PL

ADAPTADOR SiTI0 DE XHOl 5'0U 3’ PoLI TS PoLIA 3
2.923 160 1.366 125

SM0501 (22.51%) (1,23%) (10,52%6) (0.96%)
2.945 218 1.366 134

et (18,92%) (1,40%) (8,78%) (0,86%)

Tabela 3: Numero de sequéncias alteradas pelo programa filtro2.pl devido & presenca de regides

adaptadoras, sitios da enzima de restricdo Xhol, seqiiéncias poliT e poliA.

Analisando esta tabela podemos perceber que parece estar sendo uma preocupacao recente dos
autores a retirada de sequéncias de adaptadores das sequéncias. Mas ainda observa-se a

presenca de sitios de restricdo nas sequéncias recentemente depositadas.

A grande quantidade de sequiéncias pequenas e de baixa qualidade (cerca de 9% do total), assim
como a grande quantidade de sequéncias contendo regides de adaptadores (cerca de 20% do

total) nos mostra, claramente, quéo ruins podem ser as sequéncias depositadas no GenBank.

Os arquivos resultantes dessa etapa (sem vetor, com sequéncias maiores do que 150
nucleotideos, com menos de 4% de ambigilidade, sem adaptadores, sitios de restricdo, poliTs e
poliAs) foram utilizado como entrada para a execucdo dos programas de agrupamento de

sequéncias.
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4.4. AGRUPAMENTO DAS SEQUENCIAS DE S. mansoni UTILIZANDO OS SOFTWARES
PHRAP E CAP3

Apesar de termos utilizado pardmetros de entrada similares para os dois programas, houve
diferenca entre o numero de sequUéncias agrupados por eles (TABELA 4). Isso se deve,

provavelmente, a diferencas em seus codigos de execuc¢éo (ver secéo 1.7 e 1.8).

TAB4. AGRUPAMENTO DE SEQUENCIAS PELOS PROGRAMAS PHRAP E CAP3

ARQUIVO DE NUMERO DE NUMERO DE NUMERO DE NUN.I.EARO DE
ENTRADA PROGRAMAS SINGLETS CONTIGS UNIQUES SEQUENCIAS
AGRUPADAS
Sm0501 PHRAP 4237 1763 6000 8652 (66,6%)
SmO0501 CAP3 3876 1832 5708 9106 (70,1%)

Tabela 4: Resultados do agrupamento de sequéncias pelos programas PHRAP e CAP3 para o
arquivo Sm0501. Ambos os softwares foram utilizados em pardmetros mais rigorosos de

agrupamento (veja se¢do 3.4).

Comparando os resultados dos programas poderiamos concluir que o PHRAP é mais rigoroso do
gue o CAP3 para o agrupamento de seqiiéncias, pois apresentou um menor nimero de consensos
e um maior nimero de seqiiéncias néo agrupadas. E claro que, para um comparacéo eficiente da

execucao dos dois programas, outros fatores deveriam ser levados em conta.

Comparamos também nossos resultados com outros dados publicados na internet sobre o
agrupamento de seqiéncias S. mansoni. No TIGR, o release 3.0 (06/09/2001) do SmGl

(Schistosoma mansoni Gene Index — http://www.tigr.org/tdb/smai), apresenta 1.711 contigs e 4.985

singlets, montados a partir de 13.540 seqiiéncias de entrada. O TIGR utiliza o programa CAP3,
com alteracdo dos pardmetros de entrada (de forma que sejam agrupadas sequéncias com

similaridade de 95% em pelo menos 40 bases).

Para compararmos esse resultado com o obtido em nossa andlise, devemos lembrar que fizemos a
filtragem de 1.293 seqiiéncias pequenas ou de baixa qualidade antes de executarmos o programa
de agrupamento (ver TABELA 2). E bem provavel que as seqiiéncias que foram filtradas por nds
estejam representadas como singlets nessa analise do TIGR ja que, para o agrupamento, a
seqliéncia deve ter ao menos 40 bases sem ambiglidade e bem alinhadas. Assim, se somarmos o
nimero de seqiiéncias filtradas com o niumero de singlets obtidas pelos programas, ficamos com
4.866 sequéncias fora de contigs no caso do PHRAP e 5.149 no caso do CAP3. Esse é, portanto,
0 numero que deve ser comparado entre as duas andlises. Ainda sim parece que o nimero de

singlets obtido por eles é maior do que aquele que obtivemos e, como o0s parametros de
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agrupamento utilizados aqui parecem mais rigorosos do que os do TIGR, acreditamos que a

diferenca esteja mesmo no arquivo de entrada para a analise.

Ja na andlise de agrupamento apresentada no site “The WHO/UNDP/World Bank Schistosoma

Genome Network” (http://www.nhm.ac.uk/hosted_sites/schisto), o release 4, publicado em 03/2000,

apresenta 1.830 clusters e 5.439 singlets, produzidos através da anélise de 13.154 seqiéncias.
Esta analise foi realizada com o programa Sequencer 3.1.1 e foram agrupadas as seqiéncias com
mais de 90% de similaridade em regides maiores do que 60 bases. O nimero de clusters é
bastante similar ao que obtivemos pelo CAP3, entretanto seu numero de singlets é
aproximadamente 10% maior que 0 nosso (mesmo se considerarmos que as sequéncias filtradas
devem se somar as singlets, como no caso anterior). Isso pode significar que esse programa é

mais rigoroso em seu agrupamento do que o PHRAP e o CAP3.

4.5. IDENTIFICACAO DOS UNIQUES MAIS EXPRESSOS

Ap6s o agrupamento, realizamos a montagem de uma tabela apresentando o numero de
seqliéncias presentes em cada unique, de modo a identificar aqueles que apresentavam um maior
nimero de seqléncias e seriam considerados 0s mais expressos. Tais dados foram obtidos
através da execucdo de programas que obtinham dados a partir dos arquivos de LOG produzidos
pelo PHRAP ou CAP3.

Os genes considerados mais expressos foram escolhidos através da andlise da TABELA 5. Os
clusters foram categorizados de acordo com o nimero de seqiiéncias que continham. A tabela
apresentou 51 classes de clusters para os dois programas e foram considerados mais expressos
aqueles clusters que estavam ap6s a classe 25, a metade da distribuicdo. Por uma coincidéncia
numérica, esses foram também os clusters que apresentavam mais de 25 sequiéncias, para ambos
os softwares. Tais clusters foram entdo identificados, comparados entre os dois programas e

tiveram sua funcgao biol6gica discutida.
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MERO DE SEQUENCIAS AGRUPADAS EM CLUSTERS
UMERO DE

NUMERO DE NUMERO DE
SEQUENCIAS UNIQUES po CAP3

NUMERO DE

E 3
SEQUENCIAS UNIQUES DO CLASSE

PHRAP

4237 (singlets) 1 3876 (singlets)
2 830 2 2 846
3 339 3 3 363
4 183 4 4 193
5 105 5 5 110
6 73 6 6 85
7 33 7 7 38
8 32 8 8 30
9 25 9 9 27
10 15 10 10 14
11 20 11 11 20
12 13 12 12 10
13 8 13 13 12
14 5 14 14 3
15 14 15 15 12
16 5 16 16 10
17 6 17 17 6
18 5 18 18 3
19 3 19 19 3
20 2 20 20 5
21 2 21 21 2
22 1 22 22 3
23 5 23 23 4
24 1 24 24 1
25 1 25 25 2
26 1 26 26 1
29 3 27 27 1
30 2 28 29 1
31 1 29 30 3
32 2 30 31 1
35 1 31 33 1
36 1 32 37 1
37 2 33 38 1
39 1 34 41 1
40 2 35 44 1
41 1 36 48 1
42 2 37 49 1
44 2 38 53 1
47 1 39 54 1
51 2 40 61 1
57 1 41 68 2
61 1 42 69 2
68 3 43 70 1
70 1 44 84 1
81 1 45 91 1
101 1 46 105 1
105 1 47 112 1
111 1 48 132 1
114 1 49 158 1
118 1 50 166 1
145 1 51 286 1

Tabela 5: Nesta tabela vemos o todos os clusters produzidos pelo PHRAP e CAP3 divididos de
acordo com o nimero de sequéncias que cada um deles contém. * A coluna classe é determinada
por um nimero sequencial e foi utilizada apenas para definir a metade da tabela. Em negrito estéo

os genes que foram considerados mais expressos, ou seja, aqueles da metade posterior da tabela.
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4.6. ANOTACAO DOS CLUSTERS MAIS EXPRESSOS

Os clusters mais expressos foram entdo anotados de acordo com similaridade no BLAST contra o
banco de dados NR e NT. Além disso, observamos de qual biblioteca era proveniente cada uma

das sequéncias destes clusters e montamos as tabelas abaixo:

TAB6. ANOTAGCAO DOS GENES MAIS EXPRESSOS PELO CAP3

Annotation No. sequence @ E b g Ld M P A nh
Wwe
Cluslering error 286 I 4 3 45 126 93 2
Similar to Schistosome marsoni cylochrome ¢ oxidase L6t 4 35 2 17 36 71 I
subunit | {(COI)
Similar to 8. mansoni cvtochrome ¢ oxidase subunit 2 LS8 7 19 2 24 44 62 0
{(COIT
Similar to 8. mansond cvtochrome ¢ oxidase subunit 1 (COL 132 b 13 3 29 49 32 0
Similar to 8. mawsoni egeshell (chorion) protein 112 2 3 0 i 67 33 I
S. mansoni glyeeraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 103 2 20 4 12 4 63 &}
(GAPDH)
Similar to 8. mansond cytochrome ¢ oxidase subunit 3 (COI) 91 7 8 0 3 6 67 0
Similar to S, manyond calcium binding prolein mRNA 84 { 81 0 0 0 2 I
Putative pene for S. mansoni heal shock protein 90 70 I 0 ] 2 ) 48 I
Similar to 8 mansoni cathepsin B (Sm31) (i il 4 | 19 23 21 I
Similar to S, mansond fibrillin 2 gene (o] I 3 2 12 15 24 2
Similar to 5, mansonad elongation factor |- alpha gene 6% { I 2 12 25 28 0
Similar to 8. mansoai fructose 1.6 bisphosphale aldolase gene 68 2 24 | 11 7 21 2
Similar to S, manyoni hemoglobinase precursor (antigen SM32) 6] 0 0 0 8 23 27 3
Similar to 8, mansoni mRNA pene for egoshell pratein 34 0 0 0 0 20 34 0
Similar to 8, mersoni actin 2 53 2 = i fi 4] 34 1]
Stumilar to 5. manyons actin 49 2 I 0 3 16 24 I
Similar to 8. mensoni Pro-His-rich protein 48 0 0 0 0 17 30 I
Stmilar to 5. marsoni myosin heavy chain (MYH) 44 1 0 I 24 7 10 2
Similar to 8. mersond glutathione S- transferase 28 Kd 41 2 I 0 3 3 30 2

(GST 28) (SM28 antizen)
Putative gene for myosin regulatory light chain A 3
Similar to 8. mansoni cylochrome ¢ oxidase subunit | (COT) i
Similar to Homo yapiens neurogndocring- specific protein B A3 0 ] 0 I 6 2 &}
11 2

Similar to 8. mansoni unknown protein : 1l 30 0 0 0 il |
Putative gene for dynein light chain 2 (8 Kda dynein hght chainy 30 13 0 0 3 3 i1 &
Similar to 8. mansond tubulin alpha 30 2 2 1 7 6 11 I
Lnknown 30 0 10 0 0 0 () 0
Similar to S, mansori Y-box binding protein gene 29 1 3 0 I | 23 I
Similar to S, manyonad actin 2 gene 27 2 i {0 ] | 23 0
Putative pene for enolase (2-phosphoglycerate dehydratase) 26 0 3 0 8 4 [n I
Putative sene for egeshell protein precursor 23 0 0 0 0 19 i 0
Linknown 25 I 0 ] 2 11 I 8]
Total 2189 79 300 25 274 37 ala 24

Tabela 6: Tabela apresentando a anotacdo dos clusters mais expressos resultantes do
agrupamento pelo CAP3. As sequéncias de cada cluster foram divididas de acordo com as

bibliotecas de origem. @ NUmero total de seqiéncias do cluster. b

Nimero de sequéncias
encontradas em bibliotecas de ovo. © Numero de seqiiéncias encontradas em bibliotecas de
cercaria. ¢ Numero de sequéncias encontradas em bibliotecas de esquistossémulo (ou fase
pulmonar, lung stage). © Numero de seqiiéncias encontradas em bibliotecas de macho adulto. f
Numero de seqiiéncias encontradas em bibliotecas de fémea adulta. ° Namero de seqiiéncias
encontradas em bibliotecas mistas de adultos. " Ntimero de seqiiéncias nas quais ndo foi possivel

obter informaces sobre a biblioteca de origem. Tabela adaptada de Prosdocimi et al. 2002.
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TAB7. ANOTAGCAO DOS GENES MAIS EXPRESSOS PELO PHRAP

Annotation No, sequence ? E ce L M F{ A 75
We
Sirnilarto Schivtiosoma mansoni cytochrome ¢oxidase 145 9 2 4 34 47 49 ]
subumit 1 (COL)
Clustering error 118 a ] ] 21 i 28 1
Simnilar to Homeo sapiens ARP1 actin- related protein 1 114 2 0 4 23 58 27
homolog B, centractin beta
Similar to 8. mansoni cytochrome ¢ oxidase subunit 2 (COI) 111 & 0 2 24 44 35 ]
Similarto 5. mansoni glyceraldehyde 3-phosphate 105 2 20 4 12 4 63 1]
dehydrogenase (gapdh)
Similar to 8 manseni epgshell protein 101 ] ] o f 67 26 2
Similarto S, mansand calcinm-binding protein 81 ] 78 ] 0 1] 2 I
Putative gene for S mansond heat shock protein 90 70 1 0 ] 2 18 48 1
High similar to S, mansond elongation factor 1-alpha 68 ] I 2 12 24 29 ]
Simnilar to fructose 1,6-bisphosphate aldolase 68 2 24 I 11 7 21 2
Sirnilar to 5 manseni fibrillin 2 68 B 3 2 12 15 24 I
Similar to 8. manseni cytochrome ¢ oxidase subumit 1 (COL 61 l 2 1 12 37 b ]
Unknown 57 0 30 ] 0 0 26 I
5. mansoni myosin heavy chain 51 l ] 1 25 7 ] 2
Similarto S, mansoni egpshell protein 51 ] ] ] 0 20 3l ]
Similar to 5 mansoni Pro-His-rich protein 47 ] ] ] 0 17 29 1
5. manseni actin 1 44 2 1 o 5 15 20 I
Similar to S maaveni evtochrome ¢ oxidase subunit 3 (COIT) 44 ] ] 0 ] 0 36 ]
5. mansons actin 2 42 3 5 o 4 2 28 0
Similar to S, manseni cytochrome ¢ oxidase subunit 2 (CO) 42 ] 17 a i] 0 25 ]
Similar to 8. manseni cytochrome ¢ oxidase subunit 3 (COIT) 41 B ] a 3 f 26 ]
5. mansonf glutathione S-transferase 28 kd (GST 28) 40 2 I ] 3 3 29 2
(SM28 antigen )
High similar to 5. sansont cathepsin B like cysteine 40 0 2 I 12 14 1 ]
proteinase precursar {antigen SM31)
5. mansani actin 2 39 l f o 3 5 a0 0
Simnilar to 8 mansori hemoglobinase precursor (Antigen SM32) 37 ] ] ] 4 11 2] I
Simnilarto 8 mansari AUT a7 0 ] ] I 3 13 ]
Putative gene for myosin regulatory light chain 36 ] ] a B 2 26 ]
Unknown 35 2 10 l 6 6 L0 0
Linknown 32 0 4 0 0 0 28 0
Putative gene for L lactate dehvdrogenase 32 1 4 a 5 10 B I
Sirnilar to & senseani neuroendocrine-specific protein B 31 0 0 o 0 4 27 0
5. mansond cathepsin B-like cysteine proteinase precursor 30 2 a 7 9 11 I
{antigen SM31)
Similar to 8, manseri unknown protein 30 0 29 o ] 1] 0 I
5. mansond alpha tubulin 29 2 2 1 7 f 10 1
Similar to 8 manseni Y-box binding protein 29 ] 3 ] 1 1 23 l
Linknown 29 0 29 ( 0 0 0 0
5. mansoni enolase | 2-phosphoglyeerate dehydratase) 26 0 3 o 8 4 10 1
Putative gene for dynein light chain 25 9 ] 1] 3 3 1] 1]
Total 2086 69 2E0 24 274 530 BET 22

Tabela 7: Tabela apresentando a anotacdo dos clusters mais expressos resultantes do
agrupamento pelo PHRAP. As seqiéncias de cada cluster foram divididas de acordo com as
bibliotecas de origem. @ Numero total de seqiéncias do cluster. ® Numero de sequéncias
encontradas em bibliotecas de ovo. © Nimero de seqiiéncias encontradas em bibliotecas de
cercaria. ° Nimero de sequéncias encontradas em bibliotecas de esquistossémulo (ou fase
pulmonar, lung stage). ® Nimero de seqiiéncias encontradas em bibliotecas de macho adulto. '
Numero de seqiiéncias encontradas em bibliotecas de fémea adulta. ° Nimero de seqiiéncias
encontradas em bibliotecas mistas de adultos. " Nimero de seqiiéncias nas quais ndo foi possivel

obter informaces sobre a biblioteca de origem. Tabela obtida de Prosdocimi et al. 2002.
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Com relacédo a anotagdo dos genes mais expressos, observamos que, segundo seria esperado, a
maioria deles pertence a categoria dos genes de manutencdo da fungdo celular. Para o
metabolismo de carboidratos, por exemplo, trés clusters com grande quantidade de seqiiéncias
representando genes da via glicolitica foram encontrados tanto pelo CAP3 quanto pelo PHRAP,
sdo eles: gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (105 sequéncias), frutose 1,6 bisfosfato aldolase
(68 seqiiéncias) e enolase (26 seqiiéncias). E interessante observar que o PHRAP e o CAP3
reuniram exatamente as mesmas sequéncias de mRNA e ESTs de S. mansoni para construir
esses clusters, o que aumenta a confiabilidade do resultado. Outro ponto interessante relacionado
a enzimas da via glicolitica foi a alta quantidade desses genes encontradas em bibliotecas de
cercaria. Isso concorda com trabalhos anteriores de nosso grupo sugerindo que nesse estagio de
desenvolvimento o parasita necessita de uma grande quantidade de energia para nadar com
velocidade e para a contrac@o de seu corpo de modo a penetrar ativamente na pele do hospedeiro
(Santos et al. 1999).

Um grande nimero de sequéncias representando as trés unidades da enzima citocromo oxidase
foram encontradas por ambos os softwares. Tal enzima comp8e o quarto complexo da cadeia
respiratdria e é responsavel pelo bombeamento de prétons através da membrana mitocondrial
interna. O gene que codifica esta enzima é mitocondrial e € muito extenso, por esse Ultimo motivo
foram encontrados vérios clusters diferentes representando esse gene, tais clusters apresentaram
a mesma anotacgdo. Isso sugere que os trés clusters de citocromo oxidase | (COIl) produzidos pelo
CAP3 representam simplesmente trés partes diferentes do mesmo gene. A alta expressdo dos
genes de citocromo oxidase suporta a idéia de que o Schistosoma mansoni, em todos o0s estagios
analisados aqui, € um organismo que apresenta principalmente um metabolismo aerébico. Alguns
estudos anteriores descrevem o S. mansoni como um organismo apresentando metabolismo
anaerébico em estgio adulto (Bueding & Fisher 1982, Thompson et al. 1984, Rumjanek 1987,
VanOordt et al. 1989). Essa idéia foi corroborada pela observagdo das altas quantidades de lactato
produzidas pelos vermes (Rumjanek 1987). E importante notar que a enzima lactato
desidrogenase foi identificada como um dos genes mais expressos quando os clusters foram
construidos utilizando o PHRAP e isso poderia explicar as suposi¢des acima, refor¢cando a idéia de
gue o S. mansoni pode produzir parte de sua energia através da oxidacdo anaerdbica de glicose.
Entretanto, o nimero de sequiéncias representando subunidades de citocromo oxidase, em todas
as fases de desenvolvimento analisadas aqui, foi maior do que o nimero de seqiiéncias de lactato

desidrogenase.

Com relacdo as diferentes fases de desenvolvimento, foi observado um grande numero de
sequiéncias de citocromo oxidase principalmente na fase de cercaria, o que est4 de acordo com
estudos anteriores que verificaram uma alta expressdo de enzimas do ciclo do &cido carboxilico e

da fosforilagdo oxidativa neste estagio de vida do parasita (Skelly et al. 1993). Nosso resultado
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também concorda com outros estudos sobre o consumo de oxigénio e a producdo de gas
carbdnico a partir de glicose metabolizada em cercarias (Van Oordt et al. 1989, Bruce et al. 1971).
Com relacdo a fase de esquistossdmulo, nenhuma sequéncia de lactato desidrogenase foi
encontrada. Entretanto foram encontradas seqiéncias das subunidades 1 e 2 da citocromo
oxidase. Portanto parece que o0 verme apresenta metabolismo aerébico também neste estagio de
desenvolvimento. Para confirmar esses resultados, entretanto, € necessario obter mais seqiiéncias
ou construir mais bibliotecas deste estagio, um vez que o nimero de ESTs € bastante pequeno.

Com relagdo a mobilidade celular e ao citoesqueleto, observamos a presenca de trés clusters
representando genes para actina (dois similares a actina 2 e um similar a actina 1), no
agrupamento obtido por ambos os programas. Estudos anteriores mostraram que a abundancia de
ambas as actinas é maior em fémeas do que em machos, estando menos representada nos
estagios de ovo e cercaria (Davis et al. 1985). Considerando que o nimero total de seqiéncias de
fémeas em nossa analise é o dobro do nimero de seqiiéncias de machos, parece que a actina 2 é
mais expressa em machos, enquanto a actina 1, em fémeas. Entretanto o nimero de seqiiéncias
utilizado aqui ainda é pequeno e mais sequiéncias devem ser produzidas para corroborar esta

hipétese.

Nesse ponto é interessante observar que o terceiro cluster com maior nimero de seqiiéncias
produzido pelo PHRAP, representando um proteina relacionada a actina (actin related protein —
ARP1), ndo foi encontrada entre as seqiéncias mais expressas pelo CAP3. Isso pode ser
explicado pelo fato de que as sequéncias representando ARP1 foram agrupadas pelo CAP3 junto
com outras sequéncias apresentando uma regido de minissatélite, o que levou a formacédo de um
cluster com um numero excessivo de sequéncias (0 primeiro cluster da TABELA 6). Seqiiéncias
apresentando regifes de minissatélite também produziram um erro de agrupamento representando

o segundo cluster mais expresso pelo PHRAP.

Apesar desse problema, o gene ARP1 foi identificado como um dos genes mais expressos
segundo o PHRAP. Essa proteina consiste da maior subunidade da dinactina, um complexo
multiprotéico que atua, in vitro, como cofator para o movimento de vesiculas mediado por dineina
ao longo dos microtibulos (Frankel & Mooseker 1996). A presenca tanto da alfa como da beta
tubulina e de cadeias leves de dineina entre 0s genes mais expressos sugere uma grande
importancia do transporte vesicular em S. mansoni. Outras proteinas motoras foram identificadas
entre 0s genes mais expressos: uma cadeia pesada da miosina e proteinas reguladoras da
miosina. Essas proteinas motoras s8o responsaveis por um grande nimero de movimentos
intracelulares essenciais para a reproducéo e a sobrevivéncia de células eucariéticas (Valle & Gee
1998).
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Ha mais de 40 anos atrds, um experimento cladssico mostrou que a principal fonte de aminoécidos
para o verme adulto de S. mansoni é a digestdo de hemoglobina (Timms & Bueding 1959). Apesar
da via bioquimica para a degradacdo da hemoglobina pelo verme ainda nao ter sido descoberta,
um grande numero de proteases de S. mansoni foram caracterizadas como hemoglobinases
(Brindley et al. 1997). Entre as cisteina proteinases, as proteinas Sm31 (similar a catepsina B de
mamiferos) e a Sm32 (similar a asparaginil endopeptidases) (Klinker et al. 1989) sdo as mais bem
caracterizadas e representam uma classe de proteinas altamente imunogénicas, ambas utilizadas
no diagndstico da esquistossomose (Li et al. 1996). Dois clusters representando a enzima Sm31 e
um representando a enzima Sm32 foram encontradas entre os genes mais expressos produzidos
pelo PHRAP. Com relacdo aos mais expresso pelo CAP3, foi encontrado apenas um cluster para
cada uma dessas proteinas. Observando os estagios de desenvolvimento onde essas proteinas
s8o expressas encontramos a Sm31 expressa apenas em vermes adultos. J& a Sm32 parece estar

sendo expressa também nas fases de cercaria e esquistossomulo.

A producgdo de ovos pelos pares de vermes adultos e seu depdsito no figado e intestino séo as
principais causas da patogénese na esquistossomose (Chen et al. 1992). Duas proteinas de casca
de ovo (eggshell) foram encontradas entre 0os genes mais expressos pelo PHRAP e CAP3. Essas
proteinas sdo expressas frequentemente por fémeas maduras durante a producdo de ovos.
Entretanto encontramos também essas proteinas em bibliotecas de machos e cercaria, além da
biblioteca de ovos. Andlises dos alinhamentos utilizados pelo CAP3 para construir esse cluster
mostrou que as sequéncias de ovo e cercaria foram agrupadas neste cluster devido a presenca de
um microssatélite CT presente em algumas das sequéncias. As sequéncias de machos, entretanto,
parecem ter sido agrupadas corretamente neste cluster. Um fato interessante que observamos foi
que todas as seqiiéncias de macho desse cluster eram provenientes da mesma biblioteca. E
possivel que essa biblioteca tenha sido contaminada com algumas fémeas, j& que a separagdo dos

casais de vermes para a montagem das bibliotecas é um trabalho bastante arduo.

Uma molécula de chaperone foi encontrada entre os genes mais expressos do verme. A sequéncia
do consenso era similar a moléculas de Heat Shock Protein 90 (HSP 90) de diversos organismos.
A HSP90 é um chaperone molecular que parece operar na maquinaria citoplasmética
multichaperénica, que inclui a HSP70, peptidil-prolil isomerases e outras moléculas co-chaperones
como proteina quinases (Richter & Buchner 2001, Young et al. 2001). O agrupamento das mesmas
sequéncias para a formacéo do cluster de HSP90 pelos dois programas aumenta a credibilidade

deste agrupamento.

Dois clusters representando proteinas de ligacdo a célcio foram encontrados entre 0s genes mais
expressos gerados pelos dois programas. Um desses clusters esté relacionado a uma familia de

proteinas conhecidas como fibrilinas. A fibrilina humana é uma proteina de ligagdo a célcio que é o
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maior componente estrutural das microfibrilas localizadas na matriz extracelular dos tecidos
conectivos (Hanford 2000). Essa proteina parece ser altamente expressa nos ovos de S. mansoni,
mas sua funcdo nesse organismo ainda é desconhecida. A outra proteina de ligacdo a célcio é
encontrada praticamente apenas no estagio de cercaria. Esse gene parece ser expresso durante
um periodo curto de tempo ap6s a liberagcdo da cercaria ha agua e parece ser desligado logo apés
a transformacgdo da cercaria em esquistossdmulo (Ram et al. 1989). As proteinas de ligacdo a
calcio sdo interessantes porque varios eventos metabdlicos e fisioldgicos sdo ativados por ions
calcio com a ajuda dessas moléculas (Goodman et al. 1979). Devemos lembrar também que essas
proteinas sdo necesséarias para os processos de invasdo da pele pelas cercarias, uma vez que o
fon célcio tem um papel fundamental em diversos contatos célula-célula, célula-matriz e matriz-
matriz (Maurer & Hohenester 1997).

Vérios dos consensos representando os genes mais expressos ndo puderam ser identificados
através de busca por homologia. Sete dos mais expressos, segundo o PHRAP, e quatro, segundo
o CAP3. Trés desses genes desconhecidos e altamente expressos foram agrupados pelos dois
programas: dois deles estavam presentes apenas na fase de cercaria e uma proteina rica em
prolina e histidina foi encontrada apenas em fémeas e vermes adultos. Dos clusters desconhecidos
observados apenas pelo PHRAP, dois foram encontrados apenas em machos e cercéaria, um
apenas em adultos (AUT1) e outro em todas as fases de desenvolvimento. O outro unique

desconhecido produzido pelo agrupamento do CAP3 foi encontrado apenas em ovos.

Outro gene pobremente caracterizado foi 0 que apresentava similaridade a uma proteina humana,
a proteina neuroenddcrino especifica B. Acredita-se que essas proteinas estejam envolvidas na
secrec@o neuroenddcrina ou no trdfego de membranas nas células neuroenddcrinas (Hens et al.
1998). Essas proteinas sdo chamadas de reticulons porque elas se associam com o reticulo
endopldsmico (van de Velde et al. 1994). O cluster representando esta proteina é composto de
sequéncias oriundas apenas de bibliotecas de vermes adultos e fémeas e foi observado em ambos

os programas. A fungdo desta proteina em S. mansoni é desconhecida.

O fator de alongamento 1 alfa é conhecido como o segundo transcrito mais abundante nas células
eucariotas, constituindo cerca de 1-2% do total de proteinas em uma célula normal (Condeelis
1995). Sua principal fungéo é catalisar a ligagdo dos aminoacil-tRNAs aos ribossomos, mediada

por GTP. Um cluster representando este gene foi encontrado por ambos 0s programas.

As glutationas-S-transferases sdo enzimas detoxificantes que catalisam a conjugacdo dos
substratos eletrofilicos com a glutationa (Sheehan et al. 2001). Essa proteina é um dos antigenos

mais bem caracterizados e o candidato a vacina mais testado contra a esquistossomose (Riveau et
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al. 1998). Esta enzima foi encontrada em todos os estagios de desenvolvimento de S. mansoni,

exceto no estagio pulmonar, tanto pelo PHRAP como pelo CAP3.

As proteinas de ligacdo a Y-box s&o reguladores multifuncionais da expresséo génica (Matsumoto
& Wolffe 1998) e podem ligar-se tanto a DNAs de fita dupla quanto a DNAs de fita-simples e
MRNAs. Vinte nove seqliéncias desse gene foram encontradas em bibliotecas de machos, fémeas,

vermes adultos e cercarias.

4.7. AGRUPAMENTO DAS SEQUENCIAS DE S. mansoni (SM0402) uTiLIZANDO 0 CAP3

Apbs a atualizagdo dos dados de sequéncias de mRNA de S. mansoni, estas foram novamente
agrupadas. Como pareceria redundante realizar a anotagdo de todos os clusters utilizando ambos
os programas de agrupamento, realizamos nesta etapa apenas o agrupamento com o software
CAP3, que j& havia mostrado resultado melhor em andlises anteriores em nosso laboratério
(Prosdocimi 2002, monografia de bacharelado).

A FIGURA 14 mostra a porcentagem de sequéncias agrupadas pelo programa e a porcentagem de
sequiéncias ndo redundantes. Foram utilizadas neste estudo 15.565 sequencias de entrada
(TABELA 2).

E Agrupadas
72%

I Singlets

28%
Figura 14. Redundancia das sequéncias de entrada (S m0402) ap6s agrupamento pelo CAP3
Em laranja vemos as sequéncias redundantes que foram agrupadas em clusters pelo CAP3. Em
amarelo estdo as sequéncias que ndo foram agrupadas.

Dissertagdo de Mestrado Francisco Prosdocimi



Resultados e Discussoes 48

As 11254 sequéncias que foram agrupadas pelo programa CAP3 deram origem a 2017 contigs
(Ficura 15). Nesta figura podemos observar a proporcdo de contigs com relacdo a todos os
uniques. O nuimero de singlets nos dois graficos € o mesmo: 4311.

HE Contigs
32%

Figura 15. Classificacdo dos uniques obtidos apés o agrupamento pelo CAP3 (Sm0402) . Em

E Singlets
68%

laranja vemos a porcentagem de contigs entre as seqUéncias ndo-redundantes (uniques) e em

amarelo estdo as seguéncias singlets.

4.8. BUSCAS DE HOMOLOGIAS DOS UNIQUES DE S. mansoni

E interessante notar na FIGURA 16 que 71% (4470) dos 6328 uniques obtidos ndo apresentaram
similaridade significativa com nenhuma sequiéncia presente nos bancos de dados (de acordo com
o cut-off utilizado). Dados obtidos em estudos anteriores de bibliotecas isoladas de S. mansoni
apresentaram resultados semelhantes. Em um estudo de 1997, onde foram analisadas 1401 ESTs
de sete bibliotecas diferentes (Franco et al. 1997), 71,5% dos 427 consensos obtidos n&o
apresentaram similaridades com proteinas ou genes em bancos de dados. Em outro estudo de
1997, onde foi utilizada uma estratégia de seqienciamento génico diferente da estratégia
tradicional de produgdo de ESTs, Dias-Neto e colaboradores realizaram a amplificagdo de
sequiiéncias de mRNA utilizando iniciadores de PCR com sequéncias aleatérias a partir de
amostras de verme adulto. Eles observaram que 65% das seqiéncias de S. mansoni produzidas
ndo apresentavam homologias com bancos de dados (Dias-Neto et al. 1997). Uma menor
proporcdo de genes no match foi observada na produgdo de ESTs em bibliotecas de cercaria,
(57,6% das sequéncias) (Santos et al. 1999). J& na biblioteca de ovo de S. mansoni, ndo foi
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possivel encontrar similaridade em busca contra bancos de dados de cerca de 78% dos 1104

consensos (Faria 2000).

| Identificadas
29%

@& Desconhecidas
71%

Figura 16. Resultado da identificacdo das seqiiéncia s unique submetidas ao BLAST . Em azul
vemos a porcentagem dos unigues que apresentaram similaridades em buscas de homologia e em
cinza vemos a porcentagem dos uniques que ndo apresentaram similaridades em buscas BLAST
contra o banco de dados NR e nem contra o banco de dados NT. Foi utilizado um cut-off de 10™

para o e-value na realizacao dessas buscas.

Deve-se notar que as diferencas e similaridades entre essas analises de genes no match podem
estar relacionadas também ao valor de cut-off do BLAST utilizado em cada uma delas. Entretanto é
difici manter uma comparacgdo precisa entre esses valores de cut-off, j& que eles dependem do
nimero de sequéncias presentes nos bancos de dados na data de execugdo dos programas.
Assim, uma andlise BLAST apresentando cut-off de e-value igual a 10" hoje é diferente da mesma
andlise feita h4 alguns anos ou meses atras, ja que as bases de dados vém crescendo

vertiginosamente.

Comparando ainda a quantidade de genes no match com outros genomas eucariéticos ja
terminados, parece que cerca de 30% dos genes dos organismos entra nessa categoria (Rubin et
al. 2000), ndo apresentando homologia com nenhum gene ou proteina dos bancos de dados.
Podemos tentar explicar esse nimero extremamente alto observado em S. mansoni através de
varias maneiras. Grande parte dos uniques (4311 seqiéncias, as singlets) ndo representa um gene
e sim de pedacos de genes — as ESTs —, assim pode ndo ter sido possivel encontrar similaridades
devido ao pequeno tamanho e baixa qualidade dessas sequéncias. Além disso, varios contigs

podem também ser pequenos suficientes para que ndo tenha sido possivel encontrar similaridades
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contra seqiiéncias dos bancos de dados. Deve-se notar também que existem poucos organismos
evolutivamente proximos a S. mansoni que apresentam grande quantidade de seqiiéncias
disponiveis nos bancos de dados. Isso pode ser um fator importante para explicar esse alto

nimero de seqiiéncias no match.

Considerando os uniques identificados, 1520 apresentaram similaridade com um mesmo
gene/proteina em varios organismos, sendo considerados com putativos representantes desse
gene em S. mansoni. Cento e quarenta e seis apresentaram baixa ou média similaridade com
genes/proteinas de S. mansoni (sendo identificados como similares aos genes/proteinas deste) e
192 apresentaram alta similaridade com seqiéncias do verme, sendo identificadas como

pertencentes ao proprio. Os resultados obtidos podem ser visualizados na FIGURA 17.

a0
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Numero de Uniques
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100 -

Classes de genes anotados

Figura 17. Resultados das anotacBes dos uniques ide  ntificados . Em verde vemos a
porcentagem dos uniques que representaram genes de S. mansoni, em laranja vemos 0s uniques
gue apresentaram similaridades baixas e intermediarias (< 90% ao longo da extensdo do unique) a
genes do verme e podem ser caracterizados como possiveis paradlogos. Em azul estdo os genes
gue apresentaram similaridades a organismos especificos e em vermelho estdo 0s genes que

apresentaram similaridades a véarios organismos e formaram genes putativos.
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Com os dados mostrados na FIGURA 17, fizemos uma estimativa do nimero de possiveis genes
duplicados e expressos pelo genoma de S. mansoni. Segundo nossa andlise, contamos 192 genes
do verme e mais 146 genes que foram classificados como “Similar to Schistosoma mansoni”. Isso
pode significar que cerca de 76% dos 192 genes observados apresentam copias (possiveis
paralogos) ou isoformas expressas. E claro também que alguns genes podem ter mais de uma
isoforma (principalmente se considerarmos que foram sequenciadas vérias cepas diferentes do
verme) e, além disso, os erros gerados no seqiienciamento e no agrupamento de ESTs podem ter
feito com que tenhamos classificados varios genes de S. mansoni como similares. Esse valor de
76% € bastante excessivo se comparado ao nimero de duplicacdes génicas que tém sido
observados nos genomas completos de eucariotos, totalizando 49% em Caenorhabditis elegans e
41% em Drosophila melanogaster (Rubin et al. 2000). Acreditamos que uma abordagem génomica
seja mais adequada para descobrir a quantidade de duplicacdo génica ja que a abordagem

transcriptdmica esta desviada, representando apenas 0s genes mais expressos.

Os genes identificados passaram entdo por um processo de classificacdo funcional, onde foram
divididos nas categorias funcionais propostas pelo COG. Assim, a divisdo destes uniques nas

principais categorias dos COGs produziu o resultado mostrado na FIGURA 18.

@ Armaz. e proces,
de informagdes
@15%

@ Metabolismo

W Processos
celulares

W Pobremente
caracterizados

H32%

E21%

Figura 18 : Divisdo dos unigues anotados nas principais categor ias dos COGs. As principais
categorias dos COGs sdo: armazenamento e processamento de informacdes, metabolismo,

processos celulares e genes pobremente caracterizados.

Analisando essa figura, podemos perceber que, apesar de apresentarem similaridades com genes
ou proteinas em bancos de dados, boa parte dos uniques anotados, 32%, nao tém sua funcéo bem

caracterizada. Nesse ponto vemos a importncia da gendmica funcional e das abordagens
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bioquimicas tradicionais para identificar a funcdo dos genes nos processos celulares. E bom
lembrar que as classificagBes mostradas aqui sdo em nivel de func¢des celulares (processamento e
armazenamento de informac8es, metabolismo e processos celulares) e que muitos desses genes
pobremente caracterizados com relacdo a esse tipo de fungéo, podem ter sua fungdo bioquimica e
molecular plenamente caracterizada. Nesse ponto lembramos que outras formas de classificacdo
sdo mais completas e eficientes do que os COGs, como por exemplo, o0 GeneOntology , que é
dividido em trés niveis de informacé&o (funcéo molecular, processos bioldgicos e localizagdo celular)
(The Gene Ontology Consortium 2000).

Para obtermos uma visdo mais detalhada e ampla da anotagéo realizada, dividimos os genes de S.
mansoni em cada uma das sub-categorias funcionais dos COGs. O resultado desse processo é

mostrado na TABELA 8.

TAB8. NUMERO E PORCENTAGEM DE GENES EM CADA CATEGORIA DOS COGS

o
CATEGORIAS FUNCIONAIS DOS COGS N % Genes
Genes

Traducgdao, estrutura ribossomal e biogénese 160 8,42
Transcricéo 139 7,32
Replicacéo, recombinacéo e reparo do DNA 108 5,68
Divisdo celular e particionamento cromossomico 50 2,63
Modificagbes pds-traducionais, turnover de proteinas, chaperones 199 10,47
Biogénese do envelope celular, membrana externa 0 0
Mobilidade celular, secrecao, transporte intracelular e

citoesqueleto ; i 208 —
Metabolismo e transporte de ions inorganicos 43 2,26
Mecanismos de transducéo de sinais 113 5,95
Producéo e conversdo de energia 67 3,53
Metabolismo e transporte de carboidratos 79 4,16
Metabolismo e transporte de aminoacidos 35 1,84
Metabolismo e transporte de nucleotideos 32 1,68
Metabolismo de coenzimas 8 0,42
Metabolismo de lipideos 39 2,05
Biossintese, catabolismo e transporte de metabdlitos secundarios 26 1,37

Tabela 8: NUumero e porcentagem dos genes anotados em cada uma das sub-categorias

funcionais dos COGs. As cores das categorias séo correspondentes as mostradas na FIGURA 17.

Trabalhos anteriores j& haviam mostrado classificacdes de genes de S. mansoni de acordo com
sua provavel funcdo celular. Entretanto muitas das classificacdes ndo s&o sobreponiveis a

classificagcdo dos COGs. Franco e colaboradores, por exemplo, classificam suas ESTs em
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enzimas, maquinaria traducional/transcricional, membrana/citoplasma, proteinas de transporte e
armazenamento, antigenos e outros (Franco et al. 1997). Outras classificacdes ja permitem
compararmos determinadas categorias. Santos e colaboradores, trabalhando com uma biblioteca
de cercaria, identificaram que 13,1% das ESTs informativas desse estagio estdo relacionadas ao
metabolismo de energia (Santos et al 1999). Nossa andlise mostra apenas 3,53% dos genes nessa
categoria. Isso pode significar que esses genes sao mais importantes na fase de cercéria, onde o
organismo deve gastar uma grande quantidade energia para nadar e para realizar a contracdo
muscular necessaria para penetrar a pele do hospedeiro (Santos et al. 1999), o que esta de acordo

com 0 que mostramos na analise dos resultados das TABELAS 6 e 7.

Podemos ainda comparar os dados obtidos na TABELA 8 com as informacdes ja obtidas sobre

genomas completos de outros eucariotos.

TAB9. COMPARACAO ENTRE PORCENTAGEM DE GENES EM CADA CATEGORIA DOS COGS DE
DIVERSOS ORGANISMOS EUCARIOTOS

Schistosoma Saccharomyces Caenorhabditis Drosophila

CATEGORIAS mansoni cerevisiae elegans melanogaster
Traducdo... 8,42 14,12 7,76 9,50
Transcricao 7,32 5,48 4,71 5,88
Replicagéo... 5,68 8,44 6,53 5,59
Divisdo celular... 2,63 1,18 0,77 0,67
Chaperones... 10,47 8,55 9,13 9,61
Envelope celular... 0 1,48 2,18 0,49
... Secrecao... 10,58 0,51 0,60 1,65
... ions inorganicos 2,26 4,35 6,99 4,64
Transdugéo... 5,95 N&o disponivel N&o disponivel N&o disponivel
... energia 3,53 5,94 4,85 6,44
... carboidratos 4,16 9,01 10,36 10,56
... aminoacidos 1,84 9,21 6,78 7,81
... hucleotideos 1,68 4,35 3,09 3,48
... coenzimas 0,42 4,40 2,21 2,43
... lipideos 2,05 2,66 8,32 5,95
.. metabolitos 2° 1,37 Néo disponivel Néo disponivel N&o disponivel

Tabela 9: Porcentagem dos genes anotados em cada uma das categorias funcionais dos COGs de

S. mansoni e de outros eucariotos com 0 genoma j4 completo (adaptado de Tatusov et al. 2001).

E interessante notar, na TABELA 9, a semelhanca de propor¢des entre diversas categorias
funcionais observadas em S. mansoni e em outros eucariotos de genoma completo. Entretanto,
devemos lembrar que, enquanto para este parasita foi adotado um estudo de genes expressos
baseados no seqiienciamento de ESTs e ORESTES, para 0s outros organismos essa tabela foi

feita com base em dados do genoma completo. Isso faz com que a abordagem em S. mansoni
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esteja desviada em relacdo aos genes de categorias mais expressas. Por isso ndo achamos
interessante discutir cada uma das categorias separadamente. Vale notar, entretanto, a altissima
porcentagem de genes na categoria de “genes desconhecidos” observada em S. mansoni, cerca
de dez vezes maior do que a porcentagem para os outros organismos. E possivel que, pelo fato de
estarmos lidando com seqiéncias parciais de genes de S. mansoni, ndo tenhamos conseguido
identificar grande parte dos genes, que acabaram caindo nessa categoria. O fato de existirem
poucos organismos taxonomicamente préximos a S. mansoni que tenham tido seu genoma
completamente seqiienciado deve ser considerada também aqui. Devido a esse fato podemos ter
deixado de identificar uma boa parte dos genes, por exemplo, especificos do filo platelminto. Além
disso, é de se esperar que a inclusdo de novas seqiéncias de S. mansoni nos bancos de dados
possa aumentar o tamanho de cada consenso (apds a andlise de clustering) de forma a permitir
uma melhor identificacdo dos genes com base em buscas por homologia, o que diminuiria, talvez,
a quantidade de uniques na categoria “genes desconhecidos”. Uma ultima hipotese é a de que
esses genes desconhecidos apresentem uma alta taxa de expressao e que sua porcentagem nao
seja tdo grande em nivel genémico quanto em nivel transcriptbmico.

4.9, PUBLICAGAO DO WEBSITE

O website foi publicado em http://www.icb.ufmg.br/~Igb/schisto. Os arquivos intermediérios e os

programas PERL utilizados na andlise estdo disponiveis na secdo download . Clicando em
Functional categories é possivel entrar na pagina de cada categoria funcional, observando os
genes encontrados na categoria e a divisdo destes em subcategorias. Em Other information

podem ser encontradas informag¢fes sobre a metodologia utilizada no tratamento das seqiiéncias,
no agrupamento, na anotacdo e na classificacdo funcional. Preenchendo o campo Search é
possivel encontrar o gene desejado através de seu nimero de Gl, AN ou através de palavra-chave

(presente no nome do gene). A FIGURA 19 apresenta a pagina principal de acesso ao site.

4.10. ANALISES BIOLOGICAS DOS GENES PRESENTES NAS CATEGORIAS FUNCIONAIS

Cada unique foi identificado através de sua similaridade com genes e proteinas presentes em
bancos de dados. Uma vez identificados, pudemos dividi-los em classes funcionais. Agora € hora
de tentarmos analisar, dentro do &mbito de cada classe funcional, quais proteinas e familias
protéicas estdo presentes no genoma do parasita, assim como sua inter-relacdo. Com esse

objetivo, apresentamos a identificagcdo dos principais uniques das principais classes funcionais
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analisadas e tentamos correlacionar as fungfes biolégicas e moleculares dos genes e proteinas

representados por eles.

Bioinformatical ,
Aanalysis OF
SCHISTOSOMA 'MANSONI

TRANSCRIPTOME

Home | Functional categaories | Download

Bioinformatical analysis of Schistosoma mansoni transcripts

.+ Search

Please insert a gi, accession number or keyword:

I Find | Clear | & anp © oR

.+ Goals

e Our main goal is to provide an annotated wersion of the current status of & mansond transcriptome.

« Identify which genes have been sequenced in S, mansoni and are available from GenBank.

e Understand the function of these genes through similarities searches (BLAST) in different curated databases.
» Identify ortologous genes. Identify which metabolic pathways are complete in the worm,

e Identify which genes are missing in the incomplete pathways.

« Identify new drug targets,

e Improve our knowledge about the biclogy of 5. mansom.

.+ Contact

e Francisco Prosdocimi - Graduate student and webmaster
= Gléria R, Franco - PhD and coordinator

e Schistosorma mahsonl research group

e Laboratdrio de Gengtica-Bioguimica

.+ Other Informations

e About the seguence treatment process
» About the clustering process

e About the anotation process

= About the classification process

Figura 19: P&gina inicial do site de publicacdo das informagbe s. Mais informacdes em

http://www.icb.ufmg.br/~lgb/schisto.

4.10.1. TRADUGAO, ESTRUTURA RIBOSSOMAL E BIOGENESE

Dos vinte genes que codificam aminoacil-tRNA sintetases (necessérias a ligagdo de cada
aminoacido a seu tRNA especifico), identificamos quinze em uniques de S. mansoni. Os outros
cinco ainda ndo encontrados sdo responsaveis pela ligagcdo dos seguintes aminoécidos ao tRNA:
cisteina, fenilalanina, isoleucina, treonina e valina. Desses cinco que faltam ser descobertos, trés
deles codificam tRNA-aminoacil-sintetases de classe 1 (cisteina, isoleucina e valina) e os dois
outros codificam tRNA-aminoacil-sintetases de classe 2 (Francklyn et al. 2002). Encontramos

qguatro uniques representando aspartil-tRNA sintetases e dois representando as tRNA aminoacil-
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sintetases de histidina, lisina e tirosina. Isso pode representar a existéncia de diferentes isoformas
dessas proteinas ou simplesmente cada um dos uniques pode representar regides 3' e 5’ do
mesmo gene. E interessante notar que foi encontrado também uma aminoacil-sintetase bifuncional,
gue pode funcionar tanto como prolil quanto glutamil-tRNA sintetase. Foi encontrada também uma
outra tRNA sintetase especifica para a ligacdo do glutamato ao tRNA e talvez essa enzima
bifuncional funcione principalmente na sintese do prolil-tRNA, ja que ndo foi encontrada uma

proteina especifica para a ligacéo da prolina ao tRNA.

Foram encontrados também cinco uniques representando proteinas tRNA metiltransferases,

responséaveis por modificacdes pds-transcricionais em tRNAs.

Com relacdo as proteinas ribossomais, foram identificados vinte e nove uniques representando
componentes da subunidade menor do ribossomo e quarenta e quatro da subunidade maior.
Estima-se que os ribossomos eucariéticos contenham, em média, oitenta diferentes proteinas
(Nelson & Cox 2000, Doudna & Rath 2002), dessa forma podemos dizer que boa parte das
proteinas ribossomais de S. mansoni ja foram descobertas. Foram encontrados também uniques

representando subunidades de proteinas ribossomais mitocondriais.

Ainda nessa classe observamos que foram encontrados dezesseis uniques representando fatores
eucaridticos de iniciacdo da traducdo e um representando um fator procariético. Um unique foi
identificado como inibidor da iniciagdo da traducéo e outro como uma proteina ligadora de fator de
traducdo. Foram também encontrados treze uniques que representam fatores eucariéticos de
alongamento da traducéo e dois representando fatores procaridticos, EF-Tu (Elongation Factor Tu)
e EF-Ts. E interessante notar que um dos fatores de alongamento eucaridticos é especifico para a
selenocisteina e sugere que S. mansoni deve utilizar esse aminoacido em algumas de suas

proteinas.

Com relagdo a terminacdo da traducao, foi encontrado um unique representando o fator eucariético
de liberacdo da cadeia peptidica 1 (eRF1) e outro representando o fator de liberacdo da cadeia
peptidica 3. Ambas proteinas ficam ligadas diretamente aos ribossomos e acredita-se que

interajam entre si para realizar a terminacéo da tradugcdo em eucariotos (Stansfield et al. 1995).
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4.10.2. TRANSCRICAO E MODIFICACOES POS-TRANSCRICIONAIS

A maior parte dos genes desta categoria representa fatores eucariticos de transcricdo: trinta e
seis uniques. Além deles foram encontrados também uniques representando RNAs polimerases,

fatores de splicing, ribonucleoproteinas nucleares, histona desacetilases e DNA e RNA helicases.

Dos fatores de transcricdo encontramos cinco uniques representando proteinas contendo o motivo
de dedos de zinco. Esse motivo tipico de proteinas que interagem com o DNA consiste em uma
regido de cerca de 30 amino&cidos, sendo que quatro deles, normalmente duas cisteinas e duas

histidinas, coordenam um Unico ion de zinco (FIGURA 20, Nelson & Cox 2000, Klug 1999).

Figura 20 : Exemplo de proteina contendo o motivo dedo de zinco . Na figura vemos os trés
dedos de zinco da proteina Zif 268 (cinza) complexada com o DNA (branco e azul). Cada dedo de
zinco (vermelho) esta coordenado a partir de dois residuos de histidina e dois de cisteina. (Obtido
de Nelson & Cox 2000).

Entre os fatores responsaveis pela iniciagdo da transcricdo em eucariotos pudemos identificar a
presenca de TFIIB, TFIID e TFIH. O TFIIB, identificado em um unique, € uma proteina
monomérica que tem a funcé@o de reconhecer a proteina de ligagdo ao TATA box e recrutar o
complexo TFIIH-RNA polimerase para o inicio da transcricdo (Nelson & Cox 2000). O TFIID
consiste em um complexo protéico contendo 12 subunidades, das quais a mais importante é
exatamente a proteina de ligacdo ao TATA Box (TBP, do inglés TATA binding protein) (Nelson &
Cox 2000), que foi identificada aqui em um unique. O TFIIH, um complexo que apresenta também
12 subunidades, realiza uma grande diversidade de func¢des, estando presente inclusive durante o
reparo do DNA por excisdo de nucleotideos. No que concerne a transcri¢éo, o TFIIH tem a funcéo
de DNA helicase e promove a helicoidizacdo negativa do DNA na regido do promotor, além de

possuir uma funcéo de quinase, fosforilando a RNA polimerase em sua regido C-terminal, de forma
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a tornd-la ativa e proporcionar o inicio da transcricdo (Nelson & Cox 2000). Cinco uniques

representam subunidades desse complexo.

Foram encontrados ainda cinco uniques representando fatores de alongamento da transcri¢éo, trés
representando proteinas repressoras de transcri¢do, trés reguladores da transcri¢céo e onze fatores
gerais de transcri¢do, incluindo o fator de ligacdo ao elemento Y-box, que foi encontrado como um

dos genes mais expressos na analise anterior.

E interessante notar também que foram encontrados quatro uniques representando diferentes
genes homeobox de S. mansoni: SMOX-1, SMOX-2, SMOX-3 e SMOX-4. Os genes homeobox sdo
fatores de transcricdo envolvidos na diferenciacdo celular e no desenvolvimento, descobertos
originalmente através de estudos de mutacdes em Drosophila que causavam modificacdo no

padrdo de segmentacao do corpo desses organismos (Ford 1998, Griffiths et al. 1998).

A RNA polimerase Il é a principal enzima responsavel pela transcricdo génica em eucariotos e
consiste num complexo protéico formado por 12 subunidades (Nelson & Cox 2000). Seis dessas
subunidades estdo representas por um unique em nossa andlise. A RNA polimerase Il é
responséavel pela transcricdo de determinados tipos de RNA, principalmente dos tRNAs e 5S
rRNAs, dentre outros pequenos RNAs, como aqueles envolvidos no processo de splicing (Paule &
White 2000). E interessante notar que alguns promotores para a RNA polimerase Il encontram-se
dentro dos genes que sdo transcritos (Nelson & Cox 2000). Identificamos aqui um unique

representando uma subunidade desta enzima.

Com relacé@o a acessibilidade dos fatores de transcricdo a cromatina, acredita-se que a acetilacdo
de histonas esteja relacionada a um afrouxamento da cromatina, permitindo o acesso de fatores de
transcricdo e tornando uma regido transcricionalmente ativa (Nelson & Cox 2000, Tong 2002).
Encontramos dois uniques representando a enzima histona desacetilase 3 e dois outros

representando a enzima histona desacetilase 8, além de duas outras histonas acetiltransferases.

Encontramos também cinco uniques representando RNA helicases com dominio DEAD-box,
responséveis por abrir e desenrolar a dupla fita, permitindo o acesso do complexo de transcri¢cdo
ao DNA (Nelson & Cox 2000). Alguns trabalhos recentes sugerem também que tais proteinas
podem funcionar como chaperones de RNA, agindo de forma a corrigir a estrutura de moléculas de
RNA erroneamente enoveladas (Lorsch 2002).

A maioria dos genes eucaridticos apresenta seqiiéncias espagadoras, os introns, que devem ser
removidos pela maquinaria de splicing de forma a produzir o RNA maduro, que vai para o
citoplasma (Hamm & Lamond 1998, Nelson & Cox 2000, Griffiths et al. 1998). O splicing dos RNAs
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nas células eucariéticas é realizado principalmente por complexos ribonucleoprotéicos que fazem

parte do spliceossomo (FIGURA 21).
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Figura 21 : Mecanismo de splicing do mRNA . Ribonucleoproteinas presentes durante o splicing

do mRNA, explicacédo no texto. (Adaptado de Nelson & Cox 2000).
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Encontramos uniques para cada uma das cinco ribonucleoproteinas do spliceossomo: um unique
representando um homologo da ribonucleoproteina U1, que se liga a extremidade 5’ do intron;
quatro unigques representando subunidades da ribonucleoproteina U2, que se liga a uma adenosina
da extremidade 3' do intron, na posicdo 2’ OH; dois uniques representando o complexo
ribonucleoprotéico U4/U6 e trés uniques representando subunidades da ribonucleoproteina U5. O
complexo U4/U6, juntamente com U5 promove a aproximacgdo das proteinas Ul e U2, cada uma
em uma extremidade do intron. Um rearranjo promovido por ATP acarreta na liberacdo das
subunidades Ul e U4, sendo que U6 passa a se parear com a extremidade 3’ do éxon e a
extremidade 5’ do intron liga-se & adenosina pareada com U2 formando uma estrutura em forma
de laco que é removida para a posterior ligacdo dos éxons (Nelson & Cox 2000). Foram
encontrados ainda seis uniques representando fatores de splicing, quatro uniques representando
proteinas de associacdo ao spliceossomo e um representando uma proteina reguladora do

splicing.

Ainda com relacdo ao processamento do RNA foi encontrado um unique representando uma
proteina poli-A polimerase, que catalisa a formac&o da cauda de poli-A dos mRNAs (Nelson & Cox
2000).

Foram encontradas também vérias proteinas de ligacdo & sequéncia de poli-A ou de poli-
pirimidinas, além de varias ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares. Existe evidéncia que tais
proteinas sejam responsaveis por promover a estabilidade de mRNAs e de realizar um controle

pés-transcricional da expresséo génica (Makeyev & Liebhaber 2002).

4.10.3. REPLICACAO, RECOMBINACAO E REPARO DO DNA

Mais da metade dos uniques dessa categoria talvez devessem estar em uma outra categoria, a de
seqliéncias repetitivas encontradas em genomas. Sessenta e dois, dentre 0s cento e oito uniques
dessa categoria representam transposons, retrotransposons ou transcriptases reversas
encontradas no genoma de S. mansoni. Apesar dessa grande quantidade de genes relacionados a
parasitas do DNA, pudemos encontrar também diversos genes relacionados a replicagcdo do DNA,
ao reparo por excisdo de base e de nucleotideos e genes representando proteinas constituintes da

cromatina, como as histonas.

Onze unigues encontrados nessa categoria apresentaram similaridade a uma seqiiéncia retroviral
gag-pol ja identificada em um outro trematddeo da subclasse Digenea, o Clonorchis sinensis (Bae
et al. 2001). E interessante notar que este organismo também é um parasita humano, presente

principalmente no leste da Asia, que vive nos dutos biliares do figado e tem peixes e lesmas como
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hospedeiros intermediarios (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/Clonorchiasis.htm, http://www.

stanford.edu/class/humbiol03/parasitepages/ParaSites/clonorch/ClonorchiasisWebsite.html). Este

organismo é taxonomicamente proximo a S. mansoni (NCBI TaxBrowser Information) e é bem
provavel que a inser¢cdo desse retrovirus tenha acontecido no ancestral comum a esses dois
organismos, antes da separacdo entre as ordens Strigeidida (S. mansoni) e Opisthorchiida (C.

sinensis).

Trés uniques apresentaram similaridade a um retrotransposon de S. mansoni, o SR1, similar a
elementos encontrados em galinhas e em outros vertebrados. Drew e Brindley (1997) sugerem que
este retrotransposon tenha aparecido no genoma do verme como resultado de transferéncia

horizontal a partir dos hospedeiros vertebrados.

Quinze dos uniques dessa categoria mostraram similaridade a uma transcriptase reversa
construida sinteticamente a partir de sequéncias genémicas de S. mansoni. Essa seqiiéncia
representa uma parte de outro retrotransposon ndo-LTR da familia SR2 e a baixa similaridade
deste com relacdo a outros elementos repetitivos de vertebrados leva a sugestdo de que este ndo
teria surgido atraves de transferéncia lateral (Drew et al. 1999). Seis outros uniques apresentaram

similaridade a retrotransposons da familia SR2.

Além destes, mais cerca de 25 uniques foram identificados com similaridades a diferentes
sequéncias de transcriptases reversas ou a seqiéncias de retrovirus (gag-pol poliproteinas) e uma
investigacdo mais minuciosa dessas sequéncias poderia levar & descoberta de novos elementos

repetitivos em S. mansoni.

Para que seja realizada a replicacdo do DNA é necessario 0 acesso de enzimas e fatores de
replicacdo as fitas de DNA e exige-se que essas fitas sejam separadas. Essa funcdo é
normalmente exercida por enzimas helicases, que se movem ao longo do DNA e separam as fitas
num processo que consome ATP (Nelson & Cox 2000). Encontramos trés uniques representando
helicases de DNA. As helicases, ao abrirem a fita de DNA acabam gerando uma
superhelicoidizac@o na dupla fita ao redor das regides “abertas” e essa superhelicoidizacdo deve
ser resolvida pela acdo de topoisomerases (Nelson & Cox 2000), identificadas em dois uniques. A
enzima DNAA, que tem a funcéo de reconhecer as regides de origem de replicacéo (Nelson & Cox

2000) foi identificada em um unique.

Encontramos ainda dois uniques representando a proteina MCM5, uma das responséaveis pela
ligacdo de proteinas com dominios MCM ao local de origem de replicacdo, formando um complexo
pré-replicacdo (Lei & Tye 2001). Um unique foi identificado como o fator de replicacdo O e trés

uniques representando subunidades do fator de replicacdo C, que se liga a extremidade primer-
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molde e atua em conjunto com o antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA, identificado em
um unique) de forma a recrutar as DNA polimerases para a posi¢cdo inicial de sintese do DNA
(Mossi & Hibscher 1998, Takisawa et al. 2000). Outro unique representava a enzima DNA primase
gue monta pequenos primers de RNA contendo extremidades 3’ OH livres, a partir das quais a
DNA polimerase poderd acrescentar desoxiribonucleotideos para sintetizar uma nova cadeia
(Nelson & Cox 2000). Um unique foi identificado como uma subunidade da enzima DNA

polimerase, a principal responsavel pela sintese do DNA.

E interessante notar a presenca de histonas entre os uniques identificados. As histonas, apesar de
extremamente abundantes nas células, ndo sdo normalmente clonadas em bibliotecas de cDNA
por ndo possuirem uma cauda de poli-A e escaparem da coluna de oligo-dT utilizada na montagem
das bibliotecas. Entretanto, cerca de 1500 seqiiéncias de cDNA presentes nos bancos de dados
sdo dados de ORESTES, onde acontece a amplificacdo dos cDNAs a partir de primers arbitrarios
sem a passagem das sequéncias de cDNA por colunas de oligo-dT (Dias-Neto et al. 2000). Assim
€ possivel que boa parte das sequéncias de histonas tenham vindo de dados oriundos desta
técnica e ndo da clonagem tradicional de seqiiéncias de cDNA. Pudemos identificar cinco uniques

representando seqiiéncias de histonas (H1, H2, H2 variante, H3 e H4).

Com relacdo ao reparo do DNA, pudemos identificar dois uniques similares a genes da via de
reparo por erro de pareamento (mismatch repair), PMS1 e MLH1. Tais proteinas interagem entre si
e ligam-se ao complexo homélogo ao MutS de Escherichia coli que reconhece a les&o por erro de
pareamento. O complexo MLH1-PMS1 parece funcionar aumentando a eficiéncia do

reconhecimento de erros pelo complexo homaélogo ao MutS (Kolodner & Marsischky 1999).

Trés uniques da via de reparo por excisdo de base foram identificados: um representando uma
uracil-glicosilase e dois outros representando endonucleases de sitios apurinicos. A uracil-
glicosilase cliva a ligacdo glicosidica entre a base e o agUcar-fosfato do esqueleto do DNA,
eliminando a base uracila que resulta da desaminacdo de citosina (Memisoglu & Samson 2000,
Seeberg et al. 1995). E interessante notar que se acredita que o DNA tenha evoluido em conter o
nucleotideo timina ao invés de uracila justamente para que o resultado da desaminacdo de uma
citosina pudesse ser identificado (Nelson & Cox 2000). Tal alteracdo teria produzido um menor
nimero de mutacdes em moléculas de DNA contendo timina, que teriam sido selecionadas em

detrimento aquelas primordiais contendo bases nitrogenadas de uracila.

No reparo por excisdo de base, as DNA-glicosilases, portanto, cortam a base incorretamente
pareada e deixam, no lugar, um sitio apurinico ou apirimidinico (FIGURA 22). Nesse momento é
necesséria a atuacdo de enzimas que retirem esses nucleotideos sem base e esse € o papel das

enzimas AP endonucleases, que cortam a fita do DNA contendo a lesdo (Memisoglu & Samson
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2000, Seeberg et al. 1995). A DNA polimerase | entra em agdo nesse momento e polimeriza a
regido cortada pela AP endonuclease que continha a leséo. A regido recém-sintetizada € unida ao
restante da fita por uma DNA ligase, enquanto fosfodiesterases cortam a ligacdo fosfodiéster do

nucleotideo apurinico ou apirimidinico com a cadeia de DNA (Nelson & Cox 2000).
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Figura 22 : Reparo de DNA através da via de reparo por excisdo de bases. (a) Uma DNA
glicosilase reconhece a base incorreta e cliva a ligagéo entre a base e a desoxirribose. (b) Uma AP
endonuclease cliva a ligagdo fosfodiéster na regido do sitio AP. (c) A DNA polimerase | inicia a
sintese a partir da extremidade 3'OH livre, removendo uma regido da fita danificada e produzindo
uma nova cadeia de DNA. A falha apés o reparo pela DNA polimerase | é consertada pela DNA

ligase, que completa o processo. (Adaptado de Nelson & Cox 2000).
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Vérios uniques representando genes da via de reparo por excisdo de nucleotideos foram
identificados: duas proteinas homélogas a RAD23 (que patrticipa do reconhecimento da lesdo
segundo Prakash & Prakash 2000), cinco uniques representando subunidades de TFIIH (que atua
como helicase, necesséria para abrir a dupla fita no local da lesdo e permitir o acesso de outras
proteinas necessarias para o reparo (Lehmann 1995)), um unique representando uma proteina de
ligacdo a XPA (que também é necesséria para o reconhecimento da lesdo (Lehmann 1995)) e

outro representando uma proteina do grupo de complementacgdo de XPE.

Encontramos também dois uniques responsaveis pelo reparo de quebra de dupla-fita e
recombinacgdo, um deles representando o gene MRE11A e outro representando um gene similar a
RuvB.

4.10.4. D1visAo CELULAR E PARTICIONAMENTO CROMOSSOMICO

Através de nossa analise pudemos identificar varios uniques representando genes responsaveis
pelo controle do ciclo celular em S. mansoni. Um unique foi identificado como similar & CDC91 de
S. cerevisiae, outro foi identificado como a CDC42 que parece ser responsavel para a definicdo da

polaridade celular (http://biology.unm.edu/biology/maggieww/Public_Html/spellman-cdc.htm) e mais

um como homoélogo & CDC48, gene associado ao processo de degradacdo de proteinas via

ubiquitinila¢éo (http:/biology.unm.edu/biology/maggieww/Public_Html/spellman-cdc.htm). Encontra-

mos ainda algumas proteinas quinases importantes para a progresséo do ciclo celular: um unique
foi identificado como uma isoforma da CDK10, outro como uma proteina quinase 5 da divisao
celular e dois uniques representando serina/treonina quinases (IPL1 e PLK). Trés uniques
representavam, ainda, proteinas fosfatases importantes para o ciclo celular. Encontramos um
unique representando a ciclina C, que parece funcionar como um componente da maquinaria de
transcricdo associada & RNA polimerase Il (Polly et al. 2000). Uma proteina associada a ciclina
A/CDK2 e que auxilia o alongamento da transcricdo pela RNA polimerase I foi identificada em um

unique.

Um unique foi identificado como o regulador da divisdo celular p21. A proteina p21 parece ter a
funcdo de inibir a atividade de quinases dependentes de ciclinas e pode também se ligar
diretamente ao PCNA e inibir a replicacdo do DNA (http://www.histol.chuvashia.com/tab-en/ccyc-
en.htm, Jaime et al. 2002)

Mais trés uniques foram identificados como proteinas da familia das septinas, proteinas

conservadas que formam filamentos utilizados como sustentacdo para a formacédo de diversos

Dissertacdo de Mestrado Francisco Prosdocimi



Resultados e Discussoes 65

complexos funcionais (Lew 2000). Um papel importante das septinas é direcionar elementos de

citoesqueleto para os sitios de clivagem durante a citocinese (Lew 2000, Longtine et al. 1996).

Com relacdo a proteinas de controle da mitose, encontramos dois uniques similares & uma
proteina promotora de anafase humana e um homologo da proteina de controle da mitose dis3.
Encontramos ainda dois uniques representando proteinas responsaveis pela transi¢do entre a fase

G1 e S dociclo celular.

Quatro uniques foram identificados como culinas, proteinas hidrofébicas (http:/www.ebi.ac.uk/

interpro/IEntry?ac=IPR001373) que medeiam a degradacdo de proteinas especificas durante

transicdes importantes no ciclo celular (Rubin et al. 2000).

Trés uniques representam receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR), uma proteina
envolvida em transduc¢do de sinais que funciona também como um proto-oncogene (Arteaga 2001).
Dois uniques representam inibidores do gene pré-apoptético Bax-1 e um unique representa o gene
pro-apoptético Defender against cell death 1. Um unique foi identificado como uma proibitina,
proteina citoplasmética que atua em pontos de checagem do ciclo celular, inibindo a sintese de
DNA (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR000163).

Um unique foi identificado como a proteina Diaphanous, responsavel pela reorganizacdo dos
flamentos de actina necessaria para a formacao das fibras do fuso durante a mitose e meiose.
Algumas evidéncias mostram que talvez essa proteina tenha um papel ainda mais importante,
participando de todos os processo de invaginagdo de membranas mediados pela actina (Afshar et
al. 2000).

Além disso, alguns outros uniques apresentaram similaridades com proteinas envolvidas em

transformacdes celulares.

4.10.5. MODIFICACOES POS-TRADUCIONAIS, TURNOVER DE PROTEINAS E CHAPERONES

A degradacéo de proteinas evita os danos que poderiam ser causados pela produgdo de proteinas
incorretas ou ndo desejadas e permite a reciclagem dos aminoacidos (Nelson & Cox 2000), além

de funcionar como uma das etapas de regulacdo da expressao génica.

A degradacéo de proteinas em organismos eucariotos normalmente acontece através da ligacdo
covalente da proteina ubiqguitina a proteina que deve ser degradada (FIGURA 23). A ligacdo da

ubiquitina & proteina que deve ser degradada acontece através de uma via dependente de ATP,
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constituida por trés enzimas: a proteina de conjugacdo a ubiquitina E1, identificada em cinco
uniques; a proteina de conjugacgdo a ubiquitina E2, que teve suas subunidades identificadas, neste
trabalho, em oito uniques; e a proteina de conjugacéo a ubiquitina E3, que nao foi identificada em
nenhum unique e que ndo é sempre necessaria para a ubiquitinilacdo de proteinas (Hochstrasser
2000, Bonifacino & Weissman 1998).
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Figura 23: Via de ligacdo da ubiqlitina a proteinas . Dois intermediérios ubiqgulitina estdo
envolvidos. O grupo carboxil de um residuo de glicina € ligado através de uma ligagdo amido a um
residuo de lisina da proteina alvo. Ciclos adicionais levam a poliubiquitinilacdo das proteinas, que

se tornam marcadas para a degradacao. (Adaptado de Nelson & Cox 2000).
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Identificamos um unique representando a proteina SUMO (Small Ubiquitin Related Modifier) da
familia das proteinas UBL (ubiquitin-like modifiers), que se assemelham a ubiquitina em seu
mecanismo de conjugacdo ao substrato e que possuem uma grande variedade de funcdes
(Hochstrasser 2000). Encontramos ainda sete uniques representando proteinas relacionadas ao
processo ubiquitinilacdo de proteinas, inclusive uma proteina de-ubiquitinilante que pode funcionar

na reciclagem da ubiquitina (Hochstrasser 2000).

E normalmente aceito que a ligacdo de uma simples ubigiitina néo é suficiente para fazer com que
uma determinada proteina seja enderecada para o proteasoma, entretanto o tamanho minimo de
ubiqlitinas necessarias para isso ainda ndo foi corretamente definido (Bonifacino & Weissman
1998). O que se sabe é que a ligacao de cadeias de poliubiquitina a proteinas constitui o principal
sinal para a proteélise a partir do proteasoma. O proteasoma 26S é um complexo multimérico
contendo cerca de 65 subunidades divididas entre trés complexos principais, que apresenta
atividades de tripsina, quimiotripsina e glutamil hidrolase (Bonifacino & Weissman 1998). O
proteasoma 26S é formado por um nucleo chamado de proteasoma 20S, que consiste num
complexo multimérico formado por sete cadeias alfas e sete cadeias betas (Baumeister et al.
1998). As cadeias alfas 3, 4, 5, 6 e 7 estdo representadas neste trabalho por um unique cada uma

e as cadeias betas 1, 2 e 3 também estéo representadas por um unigue cada.

O proteasoma possui, além do complexo 20S, dois outros complexos 19S, sendo que cada um
deles localiza-se em uma das extremidades do complexo 20S (Baumeister et al. 1998). Esse
complexo tem a funcdo de reconhecer as proteinas ubiqiitiniladas e converté-las a uma forma
passivel de degradacé@o pelo complexo 20S (Baumeister et al. 1998) e é conhecido como a
subunidade regulatéria do proteasoma, contendo cerca de 15 enzimas. Com relagdo ao
proteasoma 19S, as seguintes subunidades foram identificadas em uniques: S1 (um unique), S2
(um unique), S3 (um unique), S4 (um unique), S5 (um unique), S6 (quatro uniques), S7 (dois
uniques), S8 (dois uniques), S9 (dois uniques) e S10 (cinco unigques). As subunidades S11, S12,

S13, S14 e S15 néo foram identificadas em uniques.

As proteinas de choque térmico (HSPs, do inglés Heat Shock Proteins) representam componentes
ubiquos das células eucaribticas que séo responsaveis pela manutencdo da correta estrutura das
proteinas, funcionando como chaperones moleculares, seja em situacbes de estresse ou nao
(Feder & Hoffman 1999). Encontramos cinco uniques representando a proteina HSP70 e quatro
uniques representando proteinas relacionadas a ela. Essa proteina esta envolvida em uma grande
variedade de funcdes dentro da célula (Chamberlain & Burgoyne 1997). Quando localizada no
citoplasma, parece ter a funcdo de manter outras proteinas em um estado ndo enovelado, de modo
gue elas sejam capazes de passar por poros da membrana mitocondrial. Um complexo constituido

de HSP60, identificada neste trabalho em dois uniques, e HSP10, identificada em um unique,
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participam do enovelamento da proteina importada dentro da mitocdndria (Ryan et al. 1997). As
proteinas conhecidas como HSC70 (Heat-Shock cognate proteins) séo chaperones moleculares
gue complexam a proteinas ndo enoveladas quando ligados a ADP e liberam-nas na forma
enovelada quando ligados a ATP (Wu et al. 2001). E conhecido que a HSC70 deve interagir com
outras proteinas para poder exercer suas fungdes de chaperone e a familia de proteinas mais
conhecida que interage com HSC70 é a familia das DnaJ (Wu et al. 2001). Nesse trabalho, cinco
uniques foram identificados como membros dessa familia. Outra familia de proteinas na qual ja foi
evidenciada a ligagcdo com HSC70 é a familia das HSP70-interacting proteins, ou HIP. Trés
uniques dessa familia foram identificados neste trabalho. Um unique ainda foi identificado como a
proteina HSP82.

Sete uniques foram identificados como ciclofilinas (ou peptidil-prolil cis-trans isomerases, ou
PPlases), que catalisam a isomerizagdo cis-trans da ligacdo entre um aminoacido X e a prolina
situada logo a seguir (Ou et al. 2001). Essa é uma das etapas mais demoradas do enovelamento
de proteinas e, portanto, as PPlases possuem um papel fundamental em acelerar esse processo
(Nelson & Cox 2000).

Quatro uniques representavam proteinas isomerases de dissulfito (PDI, do inglés Protein Disulfide
Isomerase). Essas proteinas sdo tiol dissulfito oxidoredutases extremamente importantes para o
correto enovelamento das proteinas, jA& que quebram ou constroem ligacGes dissulfeto entre as

cisteinas de proteinas incorretamente enoveladas (Noiva 1999, Nelson & Cox 2000).

A proteina do complexo T (TCP, do inglés T-complex protein) é formada por um complexo
multimérico composto por oito unidades que auxilia ho enovelamento de actinas e tubulinas (Liou
et al. 1998). Encontramos uniques representando cada uma das subunidades desse complexo: alfa
(dois uniques), beta (um unique), gama (um unique), delta (dois uniques), epsilon (trés uniques),

zeta (dois uniques), eta (um unique), teta (um unique).

Quatorze uniques foram identificados como proteinas da familia das catepsinas, sendo que um
unique representava a catepsina A, quatro a B, um a C, dois a D e seis a L. As catepsinas sdo a
classe de proteinases mais abundante nas células eucaribticas, contendo proteases de cisteina,
serina e acido aspartico, e estdo localizadas normalmente dentro dos lisossomos (Almeida et al.
1999).

Quando alcancam o Iimen do reticulo endoplasmico, oligossacarideos sdo muitas vezes ligados a
residuos de asparagina de muitas proteinas, no processo conhecido como glicosilagdo (Nelson &
Cox 2000). Vinte e nove uniques foram identificados como genes relacionados a este processo, o

que reflete sua importancia para o metabolismo de S. mansoni. Uma enorme diversidade de
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oligossacarideos pode ser ligada a proteinas, mas as vias de glicosilagdo apresentam um passo
inicial comum, onde um esqueleto de oligossacarideo contendo 14 residuos € formado e
transferido de um doador dolicol-fosfato para o residuo de asparagina da proteina (Nelson & Cox
2000). Tal reacdo é catalisada pela enzima oligossacaril transferase, cujas subunidades foram
identificadas em seis uniques. Depois da transferéncia, o esqueleto de oligossacarideos pode ser
cortado e modificado a partir de diferentes vias em diferentes proteinas. Varias outras enzimas
responséveis pela modificacdo e o acréscimo de diferentes oligossacarideos em proteinas foram

encontradas.

Vale ressaltar também o grande nimero de peptidases que encontramos nessa categoria,
representadas por vinte e quatro uniques. Tais proteinas realizam a clivagem proteolitica de
ligacdes peptidicas em proteinas e polipeptideos, modificando e controlando suas atividades (Isaac
et al. 2000).

Além disso, encontramos também outras proteinas responsaveis por modificagbes pés-

traducionais, como metiltransferases, acetiltransferases, desulfurases, fosfodiesterases e etc.

4.10.6. MOBILIDADE CELULAR, SECRECAO, TRANSPORTE INTRACELULAR E CITOESQUELETO

Com relacdo ao transporte intracelular, encontramos oito uniques apresentando similaridade a
cinco das seis subunidades da particula reconhecedora do sinal (SRP, do inglés Signal
Recognition Particle), dois apresentando similaridade com a subunidade alfa de seu receptor e um
unique representando uma peptidase de sinal. As seqiiéncias sinais estdo presentes nas proteinas
gue devem ser internalizadas no reticulo endoplasmico (ER) e sd@o constituidas por 13 a 36
aminoacidos, sendo um ou mais residuos positivamente carregados na regido amino-terminal
seguidos por cerca de 13 residuos hidrofébicos e contendo mais um residuo polar perto do sitio
onde acontecera a clivagem (Nelson & Cox 2000). Se uma proteina comeca a ser sintetizada e
apresenta essa sequiéncia, a particula reconhecedora do sinal liga-se ao ribossomo onde ela esti
sendo sintetizada e interrompe seu alongamento até que o complexo ribossomo-SRP ligue-se a
um receptor de SRP na membrana do ER (Nelson & Cox 2000). A sintese da proteina entdo
continua e a proteina sera produzida dentro do limen do ER, enquanto sua seqiéncia sinal sera

clivada por uma peptidase de sinal (Nelson & Cox 2000).

Cinco uniques foram identificados como membros da familia das importinas alfa e beta, que
reconhecem o sinal de localizagdo nuclear e séo responsaveis pelo transporte de proteinas para o
nucleo da célula (Moroianu et al. 1996). No transporte nuclear (FIGURA 24), um heterodimero de

proteinas alfa e beta liga-se & proteina apresentando o sinal de localizacdo nuclear. O complexo
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proteina-importina passa pelo poro nuclear através de um processo que requer a presenca de um
Ran-GTPase. Uma vez dentro do nlcleo, as importinas separam-se entre si e da proteina
importada e sdo levadas novamente para o citoplasma de forma a serem reaproveitadas em uma
proxima importacdo (Nelson & Cox 2000). Dois uniques foram identificados como D-importinas,

também responsaveis por direcionar proteinas para o nicleo.

Proteina
nuclear Citoplasma
£
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(-NLS = "| ) nuclear
e
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do poro
nuclear @
Qg0
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Figura 24: Transporte nuclear mediado por importinas alfa e be ta. (1) Uma proteina
apresentando o sinal de localizacdo nuclear é ligada ao complexo importina alfa-beta. (2) O
complexo resultante se liga ao poro nuclear e a (3) translocagdo € mediada por uma Ran GTPase.
(4) Dentro do nucleo a importina beta se dissocia da importina alfa e a (5) importina alfa se dissocia
da proteina nuclear. (6) As importinas alfa e beta s&o transportadas para fora do nudcleo e
recicladas. (Adaptado de Nelson & Cox 2000).

Seis uniques foram identificados como subunidades da proteina coatdmero, responséaveis pelo

transporte de vesiculas entre o reticulo endoplasmico e o complexo de Golgi (http://www.ebi.ac.uk/

interpro/IEntry?ac=IPR000804). Dezessete outros uniques representavam proteinas com essa

mesma funcgdo: auxiliar no transporte vesicular ER-Golgi (inclusive quatro representantes da familia
de proteinas RAB, relacionadas a RAS), sete representavam proteinas importantes para o trafego
intracelular, como nexinas e sintaxinas, dois representam proteinas ER-especificas e trés

representavam proteina Golgi-especificas. Outros quatro foram identificados como subunidades do
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complexo protéico TRAP (do inglés, Translocon-Associate proteins) que possuem a funcéo de ligar
fons célcio a membrana do ER e regular a retencdo das proteinas residentes no reticulo. Dois
uniques apresentavam similaridade & subunidade alfa e um apresentava similaridade a subunidade
beta da proteina SEC61, que parece ter a funcdo especial de importar proteinas de membrana e
secretérias para o interior do ER. Seis uniques foram identificados representando proteinas de
importagdo mitocondrial, sendo cinco deles subunidades do TOM (transportador através da
membrana externa) que transporta as proteinas citoplasmaticas para o espago entre as duas
membranas; e 0 outro uma subunidade do TIM (transportador através da membrana interna) que

importa as proteinas para a matriz mitocondrial (Nelson & Cox 2000).

Algumas proteinas sé@o importadas para dentro das células a partir do meio externo e fazem isso se
ligando a receptores presentes em invaginagfes da membrana chamadas de fossas recobertas
(coated pits) que concentram receptores para a endocitose (Nelson & Cox 2000). Tais fossas séo
recobertas, do lado citosdlico, por uma rede de proteinas conhecidas como clatrinas. Foram
encontrados cinco uniques representando subunidades desse complexo protéico.

Trés classes principais de proteinas motoras sdo conhecidas: as miosinas, as dineinas e as
quinesinas (Klopfenstein & Vale 2000, Vallee & Gee 1998, Nelson & Cox 2000). A dineina consiste
num grande complexo protéico que pode ser dividido em quatro cadeias: a pesada (identificada em
dois uniques), a intermediéria (ndo identificada), a leve intermediaria (identificada em um unique) e
a leve (identificada em dez uniques) (Vallee & Gee 1998). Essas proteinas, compostas de
subunidades para a ligacdo de ATP, atuam como motores para a mobilidade celular de vesiculas e

organelas ao longo dos microtubulos (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR001372). Foram

encontrados também trés uniques representando subunidades do complexo da dinactina, essencial
para 0 movimento mediado por dineina de organelas e microtibulos. Este complexo modula a
ligacdo da dineina a organelas celulares e tem um papel importante na formacéo do fuso durante a
mitose. Cinco uniques foram identificados como sendo miosinas de cadeia pesada e quatro como
sendo miosinas de cadeias leves, uma unidade regulatéria e uma proteina de interagdo a miosina.
A molécula de miosina € um complexo multimérico formado por duas moléculas de cadeia pesada

e quatro de cadeias leves e é uma proteina contratil fundamental, encontrada em todos os tipos

celulares eucaridticos (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR002928, Nelson & Cox 2000).
Foi encontrado também um unique representando o gene de paramiosina, principal componente

estrutural de muitos filamentos isolados de musculos de invertebrados (http://www.expasy.ch/cqi-

bin/niceprot.pl?P06198). Com relacéo a ultima proteina motora, a quinesina, encontramos apenas

um unique representando uma de suas cadeias pesadas. Essa proteina € composta de um
complexo oligomérico contendo duas cadeias leves e duas pesadas, sendo que o0 dominio com a

funcdo motora encontra-se nas cadeias pesadas (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=
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IPR002151). E interessante notar que o movimento gerado pela quinesina é bastante similar ao

produzido pela miosina e até mesmo suas estruturas séo parecidas (Cross 2000).

A ligacdo entre a actina e a miosina deve ser regulada de forma que a contragdo muscular ocorra
apenas quando estiverem presentes os sinais apropriados vindos do sistema nervoso central
(Nelson & Cox 2000). Essa regulacdo é executada por um complexo de duas proteinas: a
troponina (identificada em um unique — troponina I) e a tropomiosina (identificada em dois uniques).
A tropomiosina liga-se aos filamentos de actina impedindo sua interacdo com a miosina

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR000533). Quando chega o impulso nervoso, ocorre a

liberacéo de calcio. Os fons Ca”" ligam-se & troponina e causam uma alterag&o conformacional nos
complexos troponina-tropomiosina, expondo os sitios de ligacdo & miosina e promovendo a
contracdo muscular (Nelson & Cox 2000). A troponina é formada por um complexo com trés
subunidades: uma ligante de célcio (TnC), uma inibitéria (Tnl) e uma subunidade de ligacdo a

tropomiosina (TnT). A familia das troponinas incluem a troponina T (que se liga a tropomiosina) e a

troponina | (que se liga a actina) (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR001978).
Encontramos ainda trés uniques representando a proteina calponina, que é capaz de se ligar a
actina, troponina, tropomiosina e calmodulina, sendo importante para modulacdo da contracdo

muscular.

O citoesqueleto é constituido por uma série de filamentos que se estendem ao longo do citoplasma
da célula, sendo formados principalmente por filamentos de actina, microtibulos e filamentos
intermediarios (Nelson & Cox 2000, Pollard 2001). A tubulina é o principal constituinte dos
microtibulos, que é formado por um dimero de cadeias alfas e betas dessa proteina. Encontramos
cinco uniques representando subunidades alfas das tubulinas e dois representando subunidades
betas. Além disso, encontramos também um unique representando uma tubulina gama e dois
representando centrinas, ambas proteinas encontrada em centros de organizacdo dos
microtlbulos, como os pélos do fuso ou o centrossomo. Quatro outros uniques foram identificados

como proteinas associadas a microtabulos.

Nove uniques foram identificados como actina, sendo seis actinas 1, duas actinas 2 e uma proteina
similar a actina. As actinas séo proteinas ubiquas, envolvidas na formacao de filamentos que, ao
interagirem com as miosinas, produzem um efeito de deslocamento, formando a base para a

contracdo muscular e para muitos aspectos da mobilidade celular (http:/www.ebi.ac.uk/interpro/

I[Entry?ac=IPR004001, Nelson & Cox 2000). Quatro uniques representam subunidades do

complexo protéico ARP2/3, um representa uma ARP1 (alfa-centractina), outro uma ARP2 e outro
uma ARP3. As ARPs sdo proteinas relacionadas a actina (do inglés, Actin-related proteins) cuja
funcdo ainda ndo estda bem caracterizada, mas acredita-se que atuem na prote¢cdo das

extremidades do filamento de actina e que ajudem no processo de polimerizacéo e remodelagem
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de tais filamentos dentro das células (Frankel & Mooseker 1996). Um unique foi identificado como a
proteina N-WASP, de despolimerizacdo da actina, que se liga ao complexo ARP2/3 e atua
modificando sua atividade. Outra proteina relacionada & despolimerizac@o da actina, a severina, foi
identificada em um unique. A alfa-actinina, representada por dois uniques, parece também estar
envolvida no processo de polimerizacdo dos filamentos de actina, assim como a proteina que se
liga a ela, a zixina, encontrada em um unique. A proteina F-actina, identificada em dois uniques
(um para uma cadeia alfa e outro para beta), funciona ligando-se & extremidade dos filamentos de
actina de maneira independente de célcio e promovendo seu crescimento. Sete outros uniques
representam proteinas relacionadas ou de ligacéo a actina, um dos quais foi identificado como uma
gama filamina, que promove a ligacdo dos filamentos de actina a glicoproteinas da membrana
celular. A proteina anquirina 2 (ankyrin 2), encontrada em dois uniques, também tem a funcéo de

ligar proteinas de membrana ao citoesqueleto.

Quatro uniques foram classificados como espectrinas, as principais proteinas constituintes da rede
de citoesqueleto da membrana plasmética do eritrocito. Essas proteinas associam-se com a actina

para formar uma super-estrutura de citoesqueleto (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=

IPR0O01605). Trés uniques foram identificados como inexinas, componentes estruturais das jun¢fes
gap (gap junctions). Além disso, quatro uniques representavam proteinas de ADP ribosilagao,

envolvidas no trafego intracelular de proteinas.

4.10.7. TRANSPORTE E METABOLISMO DE fONs INORGANICOS

Nessa categoria identificamos oito uniques representando proteinas de canais idnicos sensiveis a
voltagem. Destes, cinco representam subunidades de canais de célcio, dois de canais de potassio
e um de canal de cloreto, que medeiam a entrada de cada um desses ions nas células. Tais
processos sdo importantissimos para uma grande diversidade de funcdes celulares (Nelson & Cox
2000). Foi identificado também um unique representando uma proteina associada a um receptor

de GABA(A), que se liga a canais de cloreto mediando a neurotransmisséo inibitéria.

Dois uniques foram identificados como proteinas mitocondriais carreadoras de fosfato. Trés
uniques da familia de carreadores de solutos foram também identificados, tais proteinas realizam a
troca de fons especificos entre o meio extracelular e o meio intracelular. E interessante notar que
foi encontrado também um unique representando um transportador de anions multiespecifico que

medeia a excrecéo de diversos ions organicos e é responsavel pela resisténcia a diversas drogas.

Uma das caracteristicas que define um determinado compartimento celular é a diferenga entre o

pH de seu limen e o pH do citoplasma. Esse pH diferencial é produzido por proteinas conhecidas
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como ATP sintases vacuolares ou V-ATPases que sdo bastante similares as F-ATP sintases que
produzem o ATP (Grabe et al. 2000). As V-ATPases realizam a acidificacdo do interior de
determinadas organelas ou compartimentos celulares, sendo importantes para suas func¢des, como

€ o caso dos lisossomos (http://www.ebi.ac.uk/interpro/lentry?ac=IPR000245). As V-ATPases séo

enzimas multiméricas que apresentam um complexo catalitico V1 ligado a um complexo que forma
0 poro para protons na membrana. Neste trabalho encontramos sete uniques representando as
seguintes subunidades do complexo V1: A, B (dois uniques), D, E, F e H; e um unique

representando a subunidade proteolipidica do complexo VO.

Dois uniques foram identificados como componentes (cadeias alfa e beta) de uma proteina que
realiza a troca (dependente de ATP) de sédio e potassio entre o meio intra e extracelular. Trés
outros uniques apresentaram similaridade a proteinas de S. mansoni transportadoras de célcio

para o ER.

Dois uniques foram identificados como cadeias pesadas da proteina ferritina, que é a principal
proteina sem grupo heme utilizada para o armazenamento de ferro em animais e plantas

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR001519) e dois outros apresentaram similaridades com

a proteina apoferritina de S. japonicum. Ainda com relagdo ao metabolismo de ferro, um outro
unique foi identificado como a proteina siderofilina (siderophilin), uma proteina transportadora de
ferro que pode carregar até duas moléculas do ion quando ligada a uma molécula aniénica, como

0 bicarbonato.

Cinco uniques apresentaram similaridades com proteinas ligantes de célcio, um unique foi
identificado como uma proteina que forma um canal especifico para 4gua e outro foi identificado
como transportador de uma proteina necesséaria para a utilizagdo de ferro pela mitocondria. Um
unique foi identificado como uma proteina do metabolismo de zinco, outro como um transportador
de ferro especifico de macréfagos e um ultimo como uma proteina similar a outra de levedura

envolvida no metabolismo de manganés.

4.10.8. MECANISMOS DE TRANSDUCAO DE SINAIS

A capacidade das células de perceberem e responderem a sinais especificos que alcancam a
membrana celular é uma caracteristica fundamental para a vida (Nelson & Cox 2000). Em células
animais, os sinais que alcangam uma determinada célula sdo normalmente divididos em trés
categorias: os sinais autécrinos, que atuam na mesma célula que o produziu, 0s sinais paracrinos,
gue atuam na vizinhanca da célula e os sinais enddcrinos, exportados até a corrente sanguinea

pela célula que o produziu e que alcancam distantes células-alvo (Nelson & Cox 2000). Em todos
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esses casos o sinal é detectado por um receptor especifico e convertido em uma determinada

resposta celular.

O célcio constitui um mensageiro intracelular ubiquo em células animais e muito do seu efeito é
produzido através da ligacdo com a proteina calmodulina, identificada aqui em dois uniques. O
complexo célcio-calmodulina ativa algumas proteinas ligantes de calmodulina e algumas proteinas
quinases e fosfatases dependentes de calmodulina, como é o caso das calcineurinas

(representadas por dois uniques) e das proteinas 14-3-3 (Hardie 1999).

Seis uniques foram identificados como proteinas 14-3-3. Essa classe de proteinas homodiméricas

é altamente conservada e é encontrada em todas as células eucaridticas (http://www.ebi.ac.uk/

interpro/IEntry?ac=IPR000308). Acredita-se que elas tenham um papel importante em uma grande

variedade de vias de transducdo de sinais, incluindo aquelas que envolvem o ciclo celular e a
sobrevivéncia da célula (Thorson et al. 1998). Essas proteinas podem se ligar a seqiéncias
contendo fosfoserinas e, portanto, parece ter papel fundamental nas vias de sinalizacdo mediadas
por serina/treonina quinases (Thorson et al. 1998). Parecem ainda ativar fortemente a proteina
quinase C (PKC), em meio a uma cascata de fosforila¢cdes resultantes da entrada de calcio na

célula.

As isozimas da PKC sdo constituidas de um Unico polipeptideo, apresentando um dominio
regulatério na regido amino-terminal e um dominio de quinase na regido carboxi-terminal. Elas sdo
normalmente divididas em trés subclasses: as PKCs convencionais, reguladas por diacilglicerol,
fosfatidilserina e célcio; as novas PKCs, reguladas apenas por diacilglicerol e fosfatidilserina; e as
PKCs atipicas, cuja forma de regulacdo ainda ndo estad bem estabelecida (Newton 1997). Trés
uniques foram identificados como proteinas quinases C, sendo dois deles do tipo alfa
(convencional) e outro do tipo epsilon (nova proteina quinase). Além disso, foi identificado um
unique como um substrato para PKC em neurbénios e um outro representando uma proteina de

ligacdo a PKC.

Dois uniques foram identificados como caseina quinases 2, que fosforilam residuos de serina ou
treonina quando estes estdo proximos de cadeias laterais acidas. Essas proteinas fosforilam uma
grande quantidade de proteinas importantes, como a p53 e a DNA topoisomerase Il, e uma

mutacado neste gene € letal para leveduras (Hardie 1999).

Um dos mecanismos mais conhecidos e bem estudados de transducdo de sinais € aquele onde
esth presente a proteina G. Tal mecanismo é definido basicamente por trés componentes
principais: um receptor de membrana contendo sete segmentos transmembrana, uma enzima na

membrana plasmética que gera um segundo mensageiro intracelular e uma proteina de ligacdo a
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GTP que se dissocia do receptor e se liga a enzima, ativando-a (Nelson & Cox 2000). A chegada
de um ligante ao receptor de membrana promove uma mudanca conformacional no dominio
intracelular do receptor, o que afeta sua ligacdo com uma proteina muito importante na transdugéo
de sinais, a proteina G, formada por um complexo heterotrimérico (Nelson & Cox 2000, FIGURA 25).
Assim, um GDP que estava ligado a proteina G € trocado por um GTP, o0 que ativa esta proteina.
Quando ativa, as subunidades beta e gama da proteina G dissociam-se da subunidade alfa, onde
est4 ligado o GTP (Nelson & Cox 2000, Hall et al. 1999). Esta subunidade move-se entédo através
da membrana até encontrar a molécula de adenilil ciclase mais proxima. A associacdo da
subunidade alfa da proteina G com a adenilil ciclase estimula esta enzima a sintetizar moléculas de
cAMP (AMP ciclico), o que aumenta a concentracdo dessa molécula no citosol, levando, dentre
outras coisas, a ativacdo da proteina quinase A (Nelson & Cox 2000). O estimulo gerado pela
proteina G ligada ao GTP é alto-limitante e logo uma atividade GTPésica da prépria subunidade
alfa desta proteina provoca sua inativacéo, convertendo seu GTP novamente a GDP (Nelson &
Cox 2000). Inativa, essa proteina dissocia-se da adenilil ciclase e reassocia-se com as
subunidades beta e gama ligadas ao receptor, estando a proteina G novamente disponivel para
interagir com outro receptor de ligacdo de horménios (Nelson & Cox 2000). Em nosso trabalho,
seis uniques foram identificados como subunidades alfas da proteina G, trés como subunidades
betas e outro unique como um receptor de histamina associado a proteina G. Além disso, um

unique foi identificado como uma subunidade da proteina quinase A.
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a seu receptor especifico

NH,

AW
GTP GDP
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a subunidade alfa da
proteina G
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)
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Y

-

!
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Figura 25 : Transducdo de sinais através da proteina G . As cinco etapas que levam a ativacdo

da proteina PKA e a produc¢éo do segundo mensageiro cAMP. (Adaptado de Nelson & Cox 2000).
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As proteinas da familia RAS compartilham véarias caracteristicas estruturais com a subunidade alfa
das proteinas G (Nelson & Cox 2000). Tais proteinas sdo importantes transdutores de sinais
presentes em todas as células e sdo particularmente mais expressas em células em proliferacdo
(Denhardt 1996). Encontramos um unique representando uma proteina homdloga a RAS, outro
como uma proteina supressora de RAS e trés como proteinas ativadoras da atividade GTPasica de
RAS. Dois outros uniques foram identificados como a proteina relacionada a RAS, RAP. Essas
proteinas, encontradas em grénulos no Golgi e ER funcionam como antagonistas de RAS
(Denhardt 1996). A familia de proteinas RHO, que compreende pequenas proteinas G que
representam papéis importantes na regulacdo dos filamentos de actina, foram identificadas em
dois uniques (Denhardt 1996). Identificamos ainda um unique representando um receptor acoplado
a RHO, outro representando uma proteina ativadora da capacidade GTPéasica de RHO e mais um
identificado como inibidor da dissociagcdo de GDP a RHO. Um unique foi identificado como ativador
da atividade GTPé&sica de RAN, proteinas envolvidas no transporte de RNA e proteinas através da
membrana nuclear (Denhardt 1996). Cinco uniques foram identificados como a proteina
relacionada a RAS, RAB. Membros dessa grande familia de proteinas estdo envolvidos na
regulacdo do trafego intracelular entre doadores e aceptores ligados a membranas de
compartimentos celulares e no controle da exocitose e endocitose de diferentes tipos de vesiculas
(Denhardt 1996). Além disso, foram encontrados também dois uniques representando as
subnidades alfa e beta de um inibidor da dissociagcédo de RAB a GDP, outro representando uma

proteina de ligacdo & RAB5 e mais um representando uma proteina ligante de GTP similar a RAB.

Uma grande quantidade de uniques dessa categoria foram identificados como serina-treonina

quinases e proteina fosfatases, que representam importantes papéis nas vias transducao de sinais.

4.10.9. TRANSPORTE E METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

Os carboidratos s@o os principais combustiveis quimicos utilizados por grande parte dos
organismos biolégicos e ocupam funcao central no metabolismo, sendo que sua quebra é de suma

importancia para a obtencéo e o armazenamento de energia (Nelson & Cox 2000).

Na fase preparatéria da glicélise, duas moléculas de ATP sdo investidas e a molécula de hexose é
guebrada em duas trioses (Nelson & Cox 2000, FIGURA 26). A primeira enzima a atuar nessa etapa
€ a hexoquinase, que transforma a glicose em glicose 6-fosfato. Encontramos dois uniques
representando essa enzima. A préxima etapa € a isomerizacdo da glicose 6-fosfato em frutose 6-
fosfato e a enzima que catalisa essa reacdo € a glicose 6-fosfato isomerase, representada por um
unique. O passo seguinte, catalisado pela enzima fosfofrutoquinase 1 é a fosforilagcdo da frutose 6-

fosfato em frutose 1,6-bisfosfato, reacdo onde é gasta uma molécula de ATP (Nelson & Cox 2000).
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Um unique foi identificado como essa enzima. A clivagem da hexose bisfosfato (frutose 1,6-
bisfosfato) em duas trioses fosfato (dihidroxiacetona fosfato e gliceraldeido 3-fosfato) é realizada
pela enzima frutose 1,6 bisfosfato aldolase, representada por um unique. Apenas uma das trioses
fosfato pode ser degradada nos passos subsequentes da glicélise e, portanto, a enzima triose
fosfato isomerase catalisa conversédo reversiva de dihidroxiacetona fosfato em gliceraldeido 3-
fosfato, que sera utilizado nas préximas etapas (Nelson & Cox 2000). Essa enzima, representada
por um unique, j& foi identificada em todas as etapas da vida de S. mansoni e, sendo uma
molécula altamente imunogénica, é uma forte candidata na produgdo de vacinas contra o parasita
(Dunne & Mountford 2001).

Glicose — Fase preparatoria
| i A0 s Fosforilacao da glicose
H ~
Hexokinase |~ ATE W e sua conversdo a
{ HO OH ; P
» ADP - (;_H gliceraldeido-3-fosfato
Glicose-6-fosfato (Pr-0—CH,
| f Q.
1 H /3 H
glicose .6 fosfato W
Isomease 1 HO OH
| H OH
Frutose-6-fosfato ®-0-CH, 0. CH,—OH

WH HO A
- ATP H OH

fosfofrutoquinase 1

» ADP OH H

Frutose 1,6-bisfosfato ~ @®-0—t#, 0. oi,—0—®)

' K HO
HYN OH
frutose 1,6-bisfosfato OH
aldolase ||
| "
Gliceraldeido 3-fosfato & 0= ~H-C,
+ OH K
Dihidroxiacetona fosfato @—o—cnz—g—cn,on
Figura 26: A fase preparatéria da glicolise . Intermediarios e enzimas utilizados na etapa

preparatoria da glicélise. (Adaptado de Nelson & Cox 2000).

A fase final da glicélise é onde se recupera a molécula de ATP gasta na fase preparatoria e
produzem-se outras (FIGURA 27). A primeira reacdo dessa fase é a oxidacéo do gliceraldeido 3-
fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato, catalisada pela enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(Nelson & Cox 2000), identificada em trés uniques. A proxima reacédo € a fosforilacdo de uma
molécula de ADP em ATP, acoplada a transformacéo de 1,3-bisfosfoglicerato em 3-fosfoglicerato.
Essa reacdo é catalisada pela enzima fosfoglicerato quinase, representada por um unique. Em
seguida, a enzima fosfoglicerato mutase, identificada em dois uniques, promove a isomerizagéo de
3-fosfoglicerato em 2-fosfoglicerato (Nelson & Cox 2000). Esse produto € entdo desidratado pela
enzima enolase, representada por um unique, de forma a produzir o fosfoenolpiruvato. Entdo, no
ultimo passo da glicélise, o fosfoenolpiruvato é transformado em piruvato pela enzima piruvato
quinase, que produz também uma molécula de ATP a partir de ADP (Nelson & Cox 2000). A

piruvato quinase foi identificada em quatro uniques.
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Figura 27 : A fase final da glicolise . Intermediérios e enzimas da fase compensatdria da glicélise.
(Adaptado de Nelson & Cox 2000).

As enzimas necessérias para a conversdo de galactose em glicose para posterior entrada na via
glicolitica foram todas identificadas em uniques, mostrando que o verme também consegue
metabolizar esse acgucar. Assim, identificamos as enzimas: galactoquinase (um unique), galactose
1-fosfato uridilil transferase (um unique) e a UDP-glicose 4-epimerase (um unique). Além disso,

encontramos também, em um unique, um transportador de UDP-glicose.

Em condi¢bes anaerdbias, o piruvato é reduzido a lactato de forma a regenerar o NAD" utilizado na
oxidacao do gliceraldeido 3-fosfato em 1,3-bisfosfoglicerato. Essa rea¢éo permite um balango entre
o nimero de NADH e NAD" gastos e utilizados e é catalisada pela enzima lactato desidrogenase
(Nelson & Cox 2000), representada aqui por trés uniques, sendo dois da subunidade A e um da

subunidade B.

Na via de sintese de glicogénio encontramos dois uniques representando a enzima
fosfoglucomutase, que transforma a glicose 6-fosfato em glicose 1-fosfato. A enzima UDP-glucose
pirofosforilase gasta uma molécula de ATP para ligar uma molécula de UDP ao grupamento fosfato
da glicose 1-fosfato, liberando um pirofosfato (Nelson & Cox 2000). Essa enzima foi identificada em
um unique. A UDP-glicose entdo doa seu residuo de glicose a um terminal ndo reduzido de
molécula de glicogénio, reacdo catalisada pela enzima glicogénio sintase, identificada em um
unique. Apesar de que ndo foi encontrada uma enzima para produzir ramificagbes na cadeia do
glicogénio, encontramos um unique representando a enzima que retira essas ramificacdes,

utilizada na via de degradacdo do glicogénio. Encontramos também 3 uniques representando a
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enzima glicogénio fosforilase a, que quebra a molécula de glicogénio para produzir glicose 1-
fosfato e um unique representando a enzima glicogénio fosforilase b, uma forma menos ativa da
mesma enzima (Nelson & Cox 2000). A molécula de glicose-1-fosfato devera ser convertida em

glicose 6-fosfato, a ser utilizada em outras vias, pela enzima j& comentada, fosfoglucomutase.

O principal destino da glicose é sua quebra em piruvato na via glicolitica e posterior oxidacdo deste
na via do &cido citrico (Nelson & Cox 2000). Entretanto a glicose pode ter outros destinos na

célula, sendo que um deles é a producdo de NADPH e ribose 5-fosfato, através da via das

HCOH
HCOH
0

HOCH

pentoses (FIGURA 28).
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Figura 28 : Reagbes oxidativas da via das pentoses . Intermediarios e enzimas que levam a

producdo de NADPH e ribose-5-fosfato através da via das pentoses. (Adaptado de Nelson & Cox
2000).
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A primeira reac&o dessa via é a transformacéo da glicose 6-fosfato em 6-fosfo-glucono-d-lactona,
acoplada a producdo de uma molécula de NADPH a partir de um NADP”, catalisada pela enzima
glicose 6-fosfato desidrogenase (Nelson & Cox 2000), representada por dois uniques. A préxima
etapa é transformacéo do produto anterior em 6-fosfogluconato, realizada pela enzima identificada
em um unique, 6-fosfoglucolactonase. A enzima que promove a descarboxilacdo e oxidacdo do 6-
fosfogluconato para formar a D-ribulose-5-fosfato e NADPH, a 6-fosfogluconato desidrogenase,
estd representada por dois uniques. O composto D-ribulose-5-fosfato deve passar por uma
isomerizagao para gerar o produto final da via, a D-ribose 5-fosfato (Nelson & Cox 2000). A enzima
gue catalisa esse Ultimo passo é a ribose 5-fosfato isomerase, representada por um unique. O
NADPH produzido aqui sera utilizado em vias biossintéticas redutoras e a ribose 5-fosfato sera

utilizada como precursor para a sintese de nucleotideos (Nelson & Cox 2000).

E interessante notar que a via das pentoses pode também produzir a glicose 6-fosfato a partir da
Ribose 5-fosfato, o0 que é realizado através de uma via ndo-oxidativa de reagdes (Nelson & Cox
2000, FIGURA 29). Analisando essa via, encontramos a enzima ribose 5-fosfato epimerase que
transforma a D-ribose 5-fosfato em xilulose 5-fosfato, representada por um unique. Dois uniques
representavam a enzima transcetolase que, utilizando a ribose 5-fosfato e a xilulose 5-fosfato,
produz a sedoheptulose 7-fosfato e a gliceraldeido 3-fosfato. A enzima transaldolase, que
transforma esses dois Ultimos produtos em frutose 6-fosfato e eritrose 4-fosfato foi identificada em

um unique. As outras enzimas que completam essa via sdo comuns a via glicolitica e ja foram

comentadas.
Reacdes oxidativas
da via das pentoses
o o -~ - ~ - i
Ribose Sedoheptulose Frutose oy Glucose
5-fosfato 7-fosfato 6-fosfato 6-fosfato
Epimerase 11 K K l Fosfohexose
¥ ¥ isomerase
Transcetolase Transaldolase
Xilulose Gliceraldeido Eritrose Frutose
5-fosfato 3-fosfato 4-fosfato 6-fosfato

' Frutose 1,6-bisfosfato

Aldolase

Transcetolase
Xilulose

5-fosfato

Triose fosfato isomerase

Gliceraldeido
3-fosfato

Figura 29 : ReacBes ndo-oxidativas da via das pentoses . Intermediarios e enzimas que levam a
producdo de glicose-6-fosfato a partir de ribose-5-fosfato através da via néo-oxidativa das
pentoses. (Adaptado de Nelson & Cox 2000).
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O piruvato produzido na via glicolitica deve ser transformado em grupos acetil, que entram na via
do acido citrico para que sejam oxidados a CO, (Nelson & Cox 2000). Portanto, a etapa
preparatdria para a entrada no ciclo do acido citrico é a descarboxilagéo oxidativa do piruvato, que
é realizada pelo complexo enzimético piruvato desidrogenase, de forma a produzir uma molécula
de acetil-CoA e um NADH (Nelson & Cox 2000). Sete uniques representando enzimas desse
complexo foram encontrados, sendo dois representando o complexo E1 (piruvato desidrogenase),
trés representando o complexo E2 (dihidrolipoil acetiltransferase) e os ultimos dois representando o

complexo E3 (dihidrolipoil desidrogenase).

O ciclo do acido citrico constitui uma série de rea¢fes importantes para a respiracdo celular, onde
moléculas de acetil-CoA produzidas em vias anteriores sdo oxidadas (FIGURA 30). A energia
liberada por essa oxidacéo é armazenada em moléculas de NADH e FADH,, coenzimas que serdo

reduzidas posteriormente para a producdo de ATP (Nelson & Cox 2000).
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Figura 30 : Reac¢bes do ciclo do &cido citrico

Descarboxilacdo
oxidativa

. Intermediarios, enzimas e reac¢des do ciclo do

acido citrico. Em vermelho est4 identificado o que acontece em cada uma das rea¢@es do ciclo, em
azul temos as enzimas identificadas em uniques e em cinza as enzimas n&o identificadas em
uniques. (Adaptado de Nelson & Cox 2000).
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Na primeira reacdo deste ciclo, uma molécula de acetil-CoA deve ser condensada a uma molécula
de oxaloacetato para produzir o citrato (Nelson & Cox 2000). Essa reacéo € catalisada pela enzima
citrato sintase, identificada em dois uniques. Nao foi encontrado nenhum unique representando a
enzima que catalisa a préxima reacdo do ciclo, a aconitase, que transforma o citrato em isocitrato
(produzindo também o intermediario cis-aconitato). J4 a enzima isocitrato desidrogenase, que
catalisa a descarboxilagdo oxidativa do isocitrato em alfa-cetoglutarato (ou oxoglutarato), gerando
também NADH e CO, (Nelson & Cox 2000), esti representada por um unique. Um unique foi
encontrado representando o componente E1 do complexo enzimético alfa-cetoglutarato
desidrogenase, que catalisa a descarboxilag@o oxidativa do alfa-cetoglutarato, produzindo succinil-
CoA, NADH e CO.,. Identificamos um unique representando uma subunidade da enzima succinil-
CoA sintetase, que catalisa a formacéo de succinato e ATP a partir de uma molécula de succinil-
CoA (Nelson & Cox 2000). A enzima succinato desidrogenase, responsavel pela oxidacdo do
succinato a fumarato, produzindo FADH,, foi identificada em quatro uniques. O fumarato deve
entdo ser hidratado para formar o L-malato, reacéo catalisada pela enzima fumarato hidratase, que
ndo foi identificada em nenhum de nossos uniques. A Ultima etapa do ciclo, onde o L-malato deve
ser oxidado a oxaloacetato, produzindo NADH, é realizada pela enzima malato desidrogenase
(Nelson & Cox 2000), identificada em trés uniques. Considerando a importancia do ciclo do acido
citrico no metabolismo energético dos eucariotos acreditamos que as enzimas deste ciclo ndo
identificadas em uniques estejam presentes no genoma de S. mansoni e ndo tenham sido ainda
encontradas devido a quantidade de ESTs sequienciadas. Com o sequenciamento de mais ESTs

tais enzimas devem ser identificadas.

Quatro uniques dessa categoria foram identificados como proteinas transportadoras de glicose e
dois uniques foram identificados como aldeido desidrogenases, proteinas importantes no segundo
passo da utilizagdo de etanol durante a respiracdo anaerdbica. Encontramos também uma enzima
alcool desidrogenase Il entre nossos uniques, mas como ela é pouco eficiente na producdo de
etanol para a respiracdo anaerobica, tal enzima foi classificada em outra categoria (sintese de

metabdlitos secundérios).

Identificamos ainda dois uniques representando a enzima piruvato carboxilase. Essa enzima
realiza a carboxilagcdo reversivel do piruvato (com CO,) em oxaloacetato. Tal reacéo consiste em
uma reacao anaplerética, um tipo de reacdo importante para repor a falta de algum intermediério

do ciclo do acido citrico (Nelson & Cox 2000).
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4.10.10. PRoDUGCAO E CONVERSAO DE ENERGIA

A energia resultante dos processos de oxidacao produzidos durante a quebra de carboidratos foi
conservada na forma de moléculas carregadoras reduzidas, como o NADH e FADH,. Durante a
fosforilacdo oxidativa, essas moléculas devem ser oxidadas produzindo (prétons e) elétrons, que
serdo transferidos para o oxigénio molecular através de uma cadeia de carregadores (Nelson &
Cox 2000). No curso dessa transferéncia de elétrons, uma grande quantidade de energia sera

liberada e armazenada na forma de moléculas de ATP.

O complexo | da fosforilagdo oxidativa € composto pela enzima NADH-ubiquinona oxidoredutase
gue promove a reducdo de uma molécula de ubiquinona (produzindo ubiquinol) e a expulséo de
quatro prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembrana, utilizando uma molécula de
NADH (Nelson & Cox 2000). Vinte e trés uniques representando subunidades dessa enzima (que

parece conter quarenta e duas subunidades) foram encontrados em nosso estudo.

O complexo Il é formado pela enzima succinato desidrogenase, a Unica enzima ligada @ membrana
do ciclo do &cido citrico e que também é responsavel pela reducdo de moléculas de ubiquinona. As
moléculas de ubiquinol reduzidas gerardo um fluxo de prétons em etapas posteriores da
fosforilac@o oxidativa (Nelson & Cox 2000). Quatro uniques foram identificados como subunidades

dessa enzima.

O complexo Il é responsavel pela transferéncia de elétrons entre o ubiquinol, produzido nos
complexos | e 1l, e o citocromo C. Para cada molécula de ubiquinol reduzida, dois citocromos C sdo
oxidados e quatro prétons sdo bombeados para o espacgo intermembrana da mitocondria (Nelson &
Cox 2000). Cinco uniques foram identificados como componentes do complexo ubiquinol-citocromo
C redutase, que parece apresentar 11 subunidades. Dois uniques foi identificado como citocromos
C.

A citocromo C oxidase participa da etapa final (complexo IV) da cadeia respiratéria, levando os
elétrons do citocromo C para o oxigénio molecular, que é reduzido a agua (Nelson & Cox 2000).
Essa reducdo promove a producéo de um gradiente de prétons através da membrana mitocondrial
gue, posteriormente, serd convertido em ATP. A citocromo oxidase € um complexo formado por
treze subunidades. Encontramos aqui sete uniques representando a subunidade | dessa enzima e

um unique representando cada uma das seguintes subunidades: II, Ill, IV, V e VI.

Depois de todo esse bombeamento de prétons para o espago intermembrana da mitocéndria, sua

matriz passa a apresentar uma menor concentragdo quimica de ions H*, o que gera uma forca

Dissertacdo de Mestrado Francisco Prosdocimi



Resultados e Discussoes 85

préton-motriz (Nelson & Cox 2000). Isso faz com que os protons do lado de fora tendam a entrar
novamente na organela, o que é feito através da enzima ATP sintase. Dessa forma, a enzima
consegue produzir ATP as custas da reentrada dos protons na matriz mitocondrial (Nelson & Cox
2000). A ATP sintase é uma F-ATPase que contém um componente FO que forma o poro para
entrada de prétons, composto por trés subunidades (A, B e C); e um componente F1, com cinco
subunidades (alfa, beta, gama, delta e epsilon), que é responsavel pela producdo do ATP. Neste
trabalho identificamos um unique representando uma subunidade de FO, trés uniques
representando a subunidade alfa de F1, um representando a subunidade beta, dois representando

a unidade gama e dois outros representando a subunidade delta.

Espaco
+ Intermembrana
+

k 4

\ ey (I FOOLE +
b Fumarato 1‘ ?
Succinato '
/
NADH NAD*
+ H*
Matriz
mitocondrial Ty
) ‘”.': {
Figura 31: Complexos da fosforilagdo oxidativa e ATP sintase . Nessa figura podemos ver os

qguatro complexos da fosforilacdo oxidativa, sendo que Q representa a molécula de ubiquinona. A

reentrada dos prétons na matriz mitocondrial produz ATP. (Adaptado de Nelson & Cox 2000).

Ainda nessa categoria identificamos um unique como uma proteina que catalisa a troca de ADP
por ATP a partir da membrana interna mitocondrial e dois como proteinas surfeit locus protein,

envolvidas na formagdo do complexo citocromo oxidase.
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4.10.11. TRANSPORTE E METABOLISMO DE AMINOACIDOS

O nitrogénio reduzido na forma de ions amdnio é assimilado por organismos eucarioticos
principalmente através da ingestio de aminoicidos como o glutamato e a glutamina. Tais
aminoacidos tém papéis centrais no metabolismo da amdnia e de grupos amino, sendo que o
glutamato funciona como doador de grupo amino para quase todos o0s outros aminoécidos (Nelson
& Cox 2000). Cinco uniques foram identificados como aminotransferases, que realizam a
transferéncia reversivel do grupo amino do glutamato para um alfa-cetoécido utilizando o piridoxal
fosfato como grupo prostético, sendo dois como aspartato aminotransferases, dois como ornitina

aminotransferases e um como alanina aminotransferase.

A enzima glutamato sintase, identificada em dois uniques, € importante para a producdo de
moléculas de glutamato a partir do alfa-cetoglutarato. Essa enzima néo esta presente na maioria
dos animais (inclusive no homem), onde o glutamato é produzido pela enzima L-glutamato
desidrogenase (Nelson & Cox 2000). Dada a importancia do aminoacido glutamato para a sintese
de proteinas e para a produc¢do de outros aminoacidos e, considerando que essa proteina ndo esta
presente no homem, talvez ela seja um bom candidato para a producdo de drogas
antiesquistossomose. Resta saber se o parasita possui alguma via alternativa de produgéo de

glutamato ndo identificada aqui e se o gene é essencial para sua sobrevivéncia.

Ainda com relacdo a sintese e degradacdo de aminoacidos envolvidos no metabolismo de
nitrogénio, um unique foi identificado como glutamina sintetase, enzima que catalisa a reacdo de
formacdo de glutamina a partir de glutamato e ATP (Nelson & Cox 2000). Essa enzima tem um
papel fundamental no metabolismo de amino&cidos, pois converte o ion aménio livre, que é toxico

para as células, em glutamina, permitindo seu transporte através do sangue (Nelson & Cox 2000).

Um unique foi identificado como a enzima glutamato desidrogenase. Essa enzima é uma das trés
qgue levam a producéo de prolina a partir do glutamato (Nelson & Cox 2000). A arginina é outro
aminoacido produzido através de uma via que parte do glutamato, da qual encontramos apenas
uma enzima em nossos uniques, a ja comentada ornitina aminotransferase. E interessante buscar
outros genes dessa via em S. mansoni, uma vez que a producdo de arginina pelos mamiferos

acontece por uma via diferente, passando pelo ciclo da uréia.

A serina, a glicina e a cisteina sdo aminoacidos derivados do 3-fosfoglicerato, intermediario da via
glicolitica (Nelson & Cox 2000). Um unique representando uma enzima da via de producdo de
serina a partir de 3-fosfoglicerato foi identificado, a fosfoserina fosfatase, Ultima enzima da via.

Com relacdo a glicina, foram identificados trés uniques representando enzimas do sistema
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mitocondrial de clivagem deste aminoéacido, que o transforma em gas carbbnico e metileno-
tetrahidrofolato. Com relagdo a cisteina, foram identificados trés uniques representando a enzima
cisteina desulfurase, utilizada no primeiro passo da degradacdo deste aminoécido de forma a
produzir piruvato (Nelson & Cox 2000). Identificamos também dois uniques similares & enzima

cisteina dioxigenase de S. japonicum.

Quatro uniques foram identificados como a proteina adenosilhomocisteinase que participa do ciclo

do metil e da producdo do aminoéacido metionina (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=

IPR0O00043). Essa proteina transfere um grupo metil de uma molécula de S-adenosilmetionina para
um aceptor, produzindo uma molécula de S-adenosilcisteina (Nelson & Cox 2000). Essa ultima
molécula deve ser quebrada produzindo uma homocisteina que, através da acdo de mais uma

enzima, produz metionina.

Um unique foi identificado como a proteina fenilalanina hidroxilase, uma oxidase de funcdo mista
importante na degradacdo deste aminoacido. E interessante notar que o defeito nesta enzima é
responsavel, em humanos, pela fenilcetondria (Nelson & Cox 2000). Um unique foi identificado
como a enzima difitina sintase, responsavel pela formagéo de difitiha, um aminoécido similar &

histidina.

Dois uniques foram ainda identificados como a enzima sulfito oxidase, responsavel pela Ultima
reacdo na degradacdo oxidativa dos amino&cidos contendo enxofre. Dois outros uniques foram
identificados como transportadores de aminoacidos grandes e neutros, enquanto outros dois foram

identificados como aminoacido permeases.

4.10.12. TRANSPORTE, BIOSSINTESE E CATABOLISMO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

A glutationa (GSH) é uma molécula derivada da glicina, glutamato e cisteina que tem a funcéo de
manter os grupos sulfidril das proteinas em um estado reduzido e o ferro dos grupos heme no
estado ferroso, atuando como um tamp&o de redox (Nelson & Cox 2000). Essa fun¢éo redutora da
glutationa é utilizada para remover as moléculas toxicas de peroxido de hidrogénio formadas
normalmente durante o metabolismo oxidativo. Dois uniques foram identificados como a proteina
hidroxiacil glutationa hidrolase (ou glioxalase Il) e um como a proteina glutamato-cisteina ligase,
ambas utilizadas na via de producédo da GSH. Trés uniques foram identificados como glutationa S-
transferases, cuja funcdo é reduzir a GSH de forma a neutralizar hiperéxidos, sendo importantes no

sistema de detoxificacdo de parasitas (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR003080). Essa

proteina é também um antigeno bastante imunogénico, sendo considerada a proteina mais bem

estudada na busca de vacinas contra a esquistossomose (Dunne & Mountford 2001).
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Outra enzima com uma func¢do similar, de proteger a célula contra danos oxidativos, a glutationa

peroxidase (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR000889), foi identificada em dois uniques.

E interessante notar que essa enzima contém um atomo de selénio na forma do raro aminoacido
selenocisteina, que é essencial para sua funcdo (Nelson & Cox 2000). A selenocisteina nédo é
adicionada & proteina através de modifica¢Bes pés-traducionais e sim como um vigésimo primeiro

aminoacido codificado pelo codon opal: UGA (http://www.ebi.ac.uk/interpro/I[Entry?ac=IPR004536).

A presenca da proteina “selenide, water dikinase”, encontrada em dois uniques, e necesséria para
a via de producéo da selenocisteina, parece mostrar que o verme é capaz de produzir e utilizar

esse raro aminoacido.

Ainda com relacdo & GSH, foi encontrado um unique representando a proteina glutationa redutase,
responsével por converter a glutationa oxidada de volta a forma reduzida, capaz de evitar os dados

oxidativos gerados pelo peréxido de hidrogénio.

Um unique foi identificado como a proteina glicina amidotransferase, que participa da via de
producdo mitocondrial de creatina, um tampéo energético do musculo esquelético (Nelson & Cox
2000). Dois uniques foram identificados representando as proteinas responsaveis pelo segundo e
terceiro passo da via de sintese de porfirinas, moléculas que apresentam grande importancia para
proteinas contendo grupo heme, como a hemoglobina e os citocromos (Nelson & Cox 2000). Ainda
nessa categoria foram identificados uniques de vias responséaveis pela produgdo de catecolaminas,

melanina, serotonina, lipoato, pantotenato e heparan sulfato.

4.10.13. METABOLISMO DE COENZIMAS

A S-adenosilmetionina (adoMet) é o principal cofator enzimético utilizado para transferéncias de
grupos metil entre diferentes moléculas (Nelson & Cox 2000). Esse cofator é sintetizado a partir de
uma molécula de ATP e uma metionina através da enzima metionina adenosil transferase

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR002133), identificada em um dois uniques.

Um unique representando uma proteina participante da via de sintese de tetrahidrobiopterinas foi
identificado. As tetrahidrobiopterinas séo cofatores importantes no catabolismo de aminoéacidos e

participam de reac¢des de oxido-reducao (Nelson & Cox 2000).

Identificamos um unique representando uma proteina que faz parte da via de sintese de novo de
NAD e NADP, a nicotinamida-nucleotideo pirofosforilase. O NAD e NADP sdo cofatores muito
importantes nas reacfes metabdlicas de oxido-reducéo, estando presentes em indmeras vias

bioquimicas.
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Um unique foi identificado como a enzima trans-preniltransferase, importante na producéo da
coenzima Q (ubiquinona), um dos elementos-chave da fosforilagdo oxidativa. Os outros trés
uniques dessa categoria foram identificados como enzimas da via de producéo de poli beta-

hidroxibutirato, ADP-ribose ciclica e receptores para carboxiamidas.

4.10.14. TRANSPORTE E METABOLISMO DE NUCLEOTiDEOS

Os nucleotideos apresentam diversos papéis importantes nas células, sendo os blocos de
construcdo para o DNA e RNA, constituindo as principais moléculas de armazenamento de energia
(ATP e GTP), segundos mensageiros em vias de transducéo de sinais (CAMP e cGMP) e sendo
componentes de diversos cofatores enzimaticos e intermediérios biossintéticos, como o NAD, FAD,
adoMet, CoA, UDP-glicose o CTP-diacilglicerol (Nelson & Cox 2000).

As vias de sintese de nucleotideos podem ser divididas em: vias de sintese de novo e vias de
salvacdo. Nas vias de sintese de novo, os nucleotideos sdo construidos a partir de aminoacidos,
ribose 5-fosfato, gas carbbnico e ambnia. Ja na via de salvagdo acontece a reciclagem das bases

e dos nucleosideos liberados durante quebra de acidos nucléicos (Nelson & Cox 2000).

Varios trabalhos ja identificaram a auséncia da via de sintese de novo de nucleotideos de purina
em S. mansoni (Dovey et al. 1984, Senft et al. 1972). Concordando com estes artigos, ndo
encontramos, entre nossos uniques, nenhum que representasse alguma das enzimas da via de
sintese de novo de purinas, que leva a producéo de inosinato (IMP) a partir de uma molécula de
fosforibosil-pirofosfato (PRPP).

Um unique foi identificado como a enzima ribose fosfato pirofosfoquinase (PRPP sintetase), que
produz o fosforibosil-pirofosfato a partir de uma molécula de ribose-5-fosfato. O PRPP é importante
tanto para as vias de sintese de novo quanto para a via de salvacdo das purinas (Nelson & Cox
2000). Na via de salvacéo, a enzima adenina fosforibosil transferase (APRT) realiza catalisa uma
reacdo de conjugacdo de uma adenina livre a uma molécula de PRPP, produzindo AMP mais
pirofosfato. A APRT foi identificada em dois uniques. As guaninas e hipoxantinas (molécula
derivada da desaminacdo da adenina) livres sdo reaproveitadas da mesma forma, produzindo
GMP através da acdo da enzima hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, encontrada em dois
outros uniques. Esses nucleosideos devem ser fosforilados de forma a produzir os nucleotideos

trifosfato, o que é feito pela enzima purina-nucleosideo fosforilase, encontrada em trés uniques.

Considerando a auséncia da via de sintese de novo de nucleotideos em S. mansoni, a procura por

drogas inibitérias da via de salvacdo de nucleotideos no verme tem sido adotada como uma
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estratégia contra a esquistossomose (Foulk et al. 2002, Craig et al. 1995, Yuang L et al. 1992). A
descoberta da estrutura tridimensional dessas proteinas tem sido procurada, assim como inibidores
especificos para as proteinas do parasita, uma vez que a inibicdo da via de salvac@o de purinas

em humanos pode acarretar em problemas para o paciente (Nelson & Cox 2000).

Foram identificados também uniques responsaveis pela conversdo do IMP em GMP e AMP. As
enzimas adenilosuccinato sintetase e adenilosuccinato liase, identificadas, cada uma, em dois
uniques, sao responséaveis pela transformacgdo do IMP em AMP (Nelson & Cox 2000). A converséo
do IMP em GTP é catalisada por duas enzimas, a IMP desidrogenase, identificada em dois uniques

e a XMP-glutamina amidotransferase, que né&o foi identificada no presente trabalho.

Seis uniques da familia das nucleosideo monofosfato quinases foram encontrados, sendo dois
uniques representando a adenilato quinase, dois representando a guanilato quinase, um
representando a timidilato quinase e outro representando uma enzima de funcdo mais geral, a
nucleosideo monofosfato quinase. Essas enzimas produzem duas moléculas de NDP (nucleotideo
difosfato) a partir de um NTP e um NMP. Os NDPs formados sdo fosforilados por outras enzimas

para formar os nucleotideos trifosfatos (Nelson & Cox 2000).

Com relagdo a sintese de novo de pirimidinas, encontramos um unique representando a enzima
carbamil-fosfato sintetase e a dihidro-orotato desidrogenase. Ainda com relagdo ao metabolismo
de pirimidinas, encontramos um unique representando a enzima dUTPase, responsavel pela
transformacdo de dUTP em dUMP para a sintese de dTTP durante a via de sintese de
desoxiribonucleotideos contendo timina. Encontramos também um unique representando a enzima

dihidropirimidinase, utilizada na via de degradacao de pirimidinas (Nelson & Cox 2000).

Uma enzima importante para a formacédo dos desoxiribonucleotideos a partir dos ribonucleotideos
€ a tioredoxina redutase, que foi identificada em um unique. Ela é utlizada pela enzima
ribonucleotideo redutase para reduzir nucleosideos difosfatos em desoxirribonucleosideos difosfato
(Nelson & Cox 2000).

Ainda nesta categoria, encontramos dois uniques representando fosfodiesterases, enzimas que
geram nucleosideos monofosfato a partir de diversos nucleotideos e derivados; um carreador
mitocondrial de desoxiribonucleotideos; uma purina nucleotidase; e uma 3'-5' bisfosfato

nucleotidase.
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4.10.15. METABOLISMO DE LIPIDEOS

Os lipideos apresentam diversas funcdes celulares. Tais moléculas sdo as principais formas de
armazenamento de energia em grande parte dos organismos e estdo presentes tanto em
membranas celulares quanto em proteinas de membrana, sendo indispenséveis nessa funcéo
(Nelson & Cox 2000). A maioria dos &cidos graxos sintetizados ou ingeridos por um organismo
acaba sendo transformado em triacilgliceréis, para o armazenamento de energia, ou sendo

incorporado a fosfolipides de membrana (Nelson & Cox 2000).

A formacéo de triacilgliceréis pode ser realizada por via da dihidroxiacetona fosfato gerada durante
a glicdlise. Isso é feito através da acdo da enzima citosélica glicerol 3-fosfato desidrogenase,
representada aqui por trés uniques, que transforma a dihidroxiacetona em uma molécula de L-
glicerol 3-fosfato (Nelson & Cox 2000). Entretanto esse Ultimo intermediario pode também ser
formado através da fosforilagdo de uma molécula de glicerol, reacdo que é catalisada pela enzima
glicerol quinase (Nelson & Cox 2000), identificada em um unique. Um unique representando um
transportador da molécula de L-glicerol 3-fosfato foi encontrado. Essas duas enzimas citadas, a
glicerol quinase e a glicerol 3-fosfato desidrogenase também catalisam a reacdo reversa a essas
comentadas e, portanto, sdo também importantes para a posterior quebra do glicerol para produzir
energia. Voltando a sintese de triacilglicerdis, a molécula de L-glicerol 3-fosfato deve ser entdo
acilada na posicdo de seus dois grupos hidroxila, produzindo uma molécula de acido fosfatidico
(Nelson & Cox 2000). Um unique foi identificado representando uma das enzimas que realizam
essa acilagdo. O acido fosfatidico € uma molécula central no metabolismo de lipideos e pode ser
convertido em triacilglicerol ou em um glicerofosfolipide através da acéo de diversas enzimas. Uma
dessas enzimas, a diacilglicerol acil-transferase, esta presente na via de producéo de triacilgliceréis
a partir do &cido fosfatidico (Nelson & Cox 2000) e foi identificada em um unique. Trés uniques
relacionados com a formacdo de fosfolipides de membrana foram encontrados. Um representa
uma quinase de fosfatidil-inositol (que também apresenta um papel importante na transducdo de
sinais), outro representa uma fosforiletolamina transferase e o dltimo, uma fosfatidil-colina

aciltransferase.

Trés uniques relacionados a sintese de colesterol foram encontrados. Dois deles representam as
enzimas acetoaceti-CoA tiolase e beta-hidroxi-beta-metil-glutaril-CoA (HGM-CoA) redutase,
importantes na sintese de mevalonato a partir de acetil-CoA. O outro representava a enzima
farnesil pirofosfato sintetase, que produz moléculas de farnesil pirofosfato, que se unem para
formar o esqualeno, importante intermediério na formacao do colesterol. Foi encontrado também

um unique correspondente a enzima acil-CoA-colesterol aciltransferase, utilizada para produzir

ésteres de colesteril (Nelson & Cox 2000).
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Um unique foi identificado como a proteina soro albumina, que é capaz de transportar até dez
moléculas de triacilglicerdis ligadas a ela de forma ndo covalente, através do sangue. O transporte
de lipideos através do sangue € realizado normalmente por proteinas conhecidas como
apolipoproteinas. Diferentes combinacdes de lipideos e proteinas podem alterar a densidade
dessas moléculas transportadoras do sangue, sendo que dependendo da densidade essas
moléculas apresentam receptores de membrana diferentes. Em nosso trabalho um unique foi
identificado como receptor para HDL (lipoproteinas de alta densidade) e dois outros foram

identificados como proteinas relacionadas a receptores de LDL (lipoproteinas de baixa densidade).

As enzimas utilizadas para a degradacdo de 4cidos graxos estdo presentes na mitocondria das
células e é necessario um transportador para levi-los até la. Assim, dois uniques foram
identificados como transportadores de &cidos graxos para a mitocondria (transportador de
carnitina/acil-camnitina). Uma vez na mitocdndria, os acidos graxos sdo oxidados através da
remocao de sucessivas unidades de dois carbonos na forma de acetil-CoA, na via conhecida como
beta-oxidac&o dos &cidos graxos (Nelson & Cox 2000). Pudemos identificar um unique dessa via,
representando a enzima hidroxiacil-CoA desidrogenase. Além disso, S. mansoni parece apresentar
0s trés genes necessarios para a omega oxidagdo de &cidos graxos: NADPH-citochrome p450
redutase (representada por trés uniques); &lcool desidrogenase (um unique); e aldeido
desidrogenase (dois uniques) (Nelson & Cox 2000). Considerando que a beta oxidagdo de é&cidos
graxos € a via mais importante para a degradacéo de lipides é estranho que tenhamos encontrado
mais enzimas para a via da omega oxidagdo em S. mansoni. Esse fato pode representar que essa
via de oxidacdo, que acontece no ER, tenha uma maior importancia neste verme, mas essa
hipétese deve ser testada experimentalmente, ja que a falta de enzimas identificadas da via de

beta oxidac&o pode refletir apenas um fator aleatério ocorrido durante a clonagem das bibliotecas.

Um unique foi identificado como uma proteina carregadora de acila (ACP), que se complexa com a
molécula de malonil-CoA e transfere um grupo acila para a molécula de malonil, liberando CoA.

Essa enzima é importante na formacgdo de &cidos graxos (Nelson & Cox 2000).

Muitas células degradam continuamente e substituem seus lipideos de membrana (Nelson & Cox
2000). Uma das enzimas envolvidas nesse processo é a lisofosfolipase, identificada em dois

uniques.

Ainda nessa categoria, foram identificados dois uniques representando enzimas para a producéo
de acidos graxos de cadeia longa, um representando uma tioesterase utilizada na degradacao
desses é&cidos graxos de cadeia longa e dois outros representando proteinas de ligacdo a &cidos
graxos. Além disso, encontramos também um unique representando uma redutase envolvida na
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sintese de colesterol, outro representando uma proteina envolvida no trafego intracelular de

colesterol e um Ultimo representando uma ATPase transportadora de fosfolipides.

4.10.16. PREDICAO DA FUNGCAO GERAL

Considerando que o método de classificacdo adotado aqui, 0 mesmo utilizado no COGs do NCBI,
classifica os genes apenas a partir de sua funcdo biolégica, alguns uniques apresentando uma
funcdo molecular bem caracterizada acabaram ocupando essa categoria por ndo terem uma
funcéo bioldgica conhecida, como foi o caso de uma carbonil redutase. Além disso, 0s genes que
apresentavam uma funcgéo identificada como provavel foram classificados na categoria relacionada
a tal funcdo e também nesta categoria, j& que n&o havia bons indicios de sua fungéo precisa, como

foi 0 caso de algumas anexinas e proteinas com o motivo de ligacdo ao DNA de dedos de zinco.

Mas, realmente, a maioria dos uniques caracterizados nesta categoria representa genes onde
apenas a funcdo geral pode ser predita. Por exemplo, uma por¢do importante desses genes
compreende 0s genes de antigenos. Assim, treze uniques foram identificados como antigenos de
S. mansoni, quatorze uniques foram identificados como similares a antigenos de S. mansoni e
podem representar novas classes de antigenos do parasita, um unique foi identificado como um
provavel autoantigeno do ciclo celular, um unique apresentou similaridade com um antigeno
humano expresso no soro de pacientes com neoplasias, dois outros apresentaram similaridade
com os antigenos humanos CD53 e CD63 e um unigue apresentou similaridade com um antigeno
CD36 de rato. Um estudo mais detalhado desses uniques seria interessante na tentativa de

produc¢do de vacinas contra o parasita.

Como a divisio em categorias funcionais feita pelos COGs (e talvez qualquer outra) ndo
representa com fidelidade todos os genes que podem ser encontrados em um organismo, alguns
uniques representando proteinas importantes foram identificados e ndo couberam em nenhuma
das categorias funcionais utilizadas, sendo entdo classificados aqui. Esse foi o caso, por exemplo,

de proteinas responsaveis pela detoxicag¢éo celular por radicais peréxidos.

Dessa forma, cinco uniques identificados nesta categoria representavam genes para a superéxido
dismutase, enzima que inibe danos causados por radicais livres de oxigénio produzidos durante a
respiracdo aerébica. Essas enzimas catalisam a transformacéo do radical superéxido em oxigénio

molecular e peréxido de hidrogénio (http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR001424). Da

mesma forma quatro uniques dessa categoria representavam a enzima tioredoxina peroxidase,

gue também atua como um antioxidante.
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4.10.17. FUNCAO DESCONHECIDA

Nessa categoria foram classificados 0s uniques que apresentavam similaridade com genes sem

funcéo conhecida ou com genes hipotéticos de S. mansoni ou de outros organismos.

Deixamos ainda nesta funcdo (mas ndo contabilizamos o valor nas TABELAS 8 e 9) 0s 87 uniques
gue apresentavam similaridades ao DNA genémico de S. mansoni, Homo sapiens, Mus musculus e
Escherichia coli, j& que muito provavelmente essas sequéncias representam contaminacdes e nao

o cDNA de S. mansoni.
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5. CONCLUSOES E
CONSIDERAGOES FINAIS

“Sequienciar o DNA é agora uma das tarefas mais faceis
de se realizar, além de servir hamburgueres.”
Kary Mullis, prémio Nobel.

Acreditamos que o sequienciamento de genomas e de transcriptomas devem continuar sendo
tarefas incentivadas e patrocinadas pelos governos e pelas agéncias de financiamento de
pesquisas em todo o mundo. Entretanto é importante ressaltar que a analise desses dados
genbmicos integrada com informacdes bioquimicas e biolégicas do organismo que estd sendo
estudado é uma etapa essencial do processo. Parece-nos que tem sido gasto pouco tempo e
esforco na analise dos genomas e transcriptomas j& “concluidos”, sendo que muito mais
informacé@o relevante poderia estar sendo obtida através desses dados. A corrida pelo
sequienciamento do préximo genoma, do qual sera possivel obter informacdes mais faceis, rapidas
e superficiais, impede uma analise detalhada do genoma estudado em um certo momento. Em
vista dessa corrida incessante em busca do “proximo genoma’, uma grande quantidade de dados
permanece por ser analisada através de trabalhos como esse, onde nada além de computadores,
horas na internet e pessoal capacitado foram gastos. Talvez aproveitar o lapso daqueles que
seqglienciam os genomas e deixam de explorar todas as suas potencialidades possa ser a melhor
alternativa para a ciéncia em paises subdesenvolvidos, j& que o custo desse tipo de pesquisa é
bastante baixo. Nosso objetivo foi tentar extrair informag6es relevantes das seqiéncias de mRNA
de S. mansoni disponiveis nos bancos de dados publicos e acreditamos termos podido contribuir
para 0 aumento do conhecimento cientifico sobre esse parasita com esse trabalho, uma vez que
um artigo ja foi publicado e outro, onde serd apresentado o web-site de divulgacdo das

informacdes, esta sendo preparado.

Assim analisamos primeiramente, neste trabalho, os provaveis genes mais expressos em S.
mansoni, considerando a presenca de cada um deles em diferentes fases de desenvolvimento do
ciclo de vida do verme. Observamos que a maioria deles esta envolvida na manutencdo da
homeostasia celular, codificando genes relacionados ao metabolismo de aglcares e de energia,
citoesqueleto, chaperones, fatores de transcricdo e tradugcdo e enzimas de detoxicacdo. Genes
relacionados & patogénese da esquistossomose também foram encontrados, codificando proteinas
da casca de ovo e proteases. Varios genes ndo puderam ser identificados e podem ter funcdes
especificas neste parasita, podendo ser utilizados posteriormente para fins de diagnéstico ou como
alvos para drogas. E importante notar que a identificac&o de alguns genes como mais expressos
pode ter sido resultado da redundancia de alguma biblioteca. Essa observagdo deve ser aplicada

principalmente aos genes encontrados apenas em uma biblioteca.
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Foram identificados alguns problemas durante nossa analise devido a erros de agrupamento que
ocorreram principalmente devido a regides repetitivas dentro das seqiéncias (micro ou
minissatélites) e pretendemos montar um script especifico para mascarar tais regides. Entretanto
alguns clusters continham exatamente as mesmas sequéncias quando os resultados obtidos por

cada um dos programas utilizados foram comparado, o que reforca a confiabilidade desta analise.

Infelizmente, sequiiéncias de outros estagios de desenvolvimento de S. mansoni, como o estagio de
miracidio, ainda ndo estdo disponiveis nos bancos de dados publicos. Assim, parece necessario
um esforco da comunidade cientifica para preencher esses buracos de informagdo, produzindo
mais seqUéncias de cada estigio de forma a completar a caracterizagcdo do transcriptoma desse

parasita.

Na segunda parte de nosso trabalho realizamos a identificacdo de todas as sequéncias de S.
mansoni presentes nos bancos de dados publicos e pudemos encontrar varios fatos interessantes.
Identificamos uma grande quantidade de sequéncias de retrotransposons, inclusive algumas
similares a outras ja identificadas em outro trematédeo, e imaginamos que seja possivel realizar a
busca de novos elementos repetitivos no genoma de S. mansoni através da observacdo dos dados
j& obtidos para C. sinensis. Identificamos a presenca de vias metabdlicas completas no verme,
como a glicélise e a via das pentoses (fase oxidativa e ndo-oxidativa). Mostramos a presenca de
todos os genes necessarios para a utilizacdo de galactose e varios necessarios para o
metabolismo anaerdbico. Sugerimos algumas vias, como a via de salvagdo das purinas e as vias
de producdo da arginina, do glutamato e da selenocisteina, e proteinas especificas, como a purina-
nucleosideo fosforilase, a glutamato sintase e a “selenide water-dikinase”, nas quais seria
interessante realizar uma investigagdo mais minuciosa no sentido de obter possiveis alvos para a
fabricacdo de drogas antiesquistossomose. Identificamos também algumas proteinas similares a
antigenos de S. mansoni, H. sapiens e R. norvegicus ainda nédo caracterizadas que poderiam,

talvez, servir de ponto de partida para a producdo de novas vacinas antiesquistossomose.

Novamente devemos dizer que acreditamos que o nimero de sequéncias presentes nos bancos
de dados ainda é baixo para a realizacdo de um trabalho mais apurado para a descoberta de alvos
para drogas e vacinas contra a esquistossomose. Felizmente, novos projetos de seqiienciamento
de milhares de ESTs deste verme estdo sendo produzidos em projetos nos estados de Sao Paulo
e Minas Gerais e, em breve, novas informacdes sobre o transcriptoma desse verme devem ser
produzidas e podem preencher as lacunas presentes atualmente. Acreditamos também que
deveria ser dada mais énfase para projetos de sequenciamento do genoma completo desse

organismo tao importante na parasitologia humana.
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