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Resumo

RESUMO

Schistosoma mansoni é um parasito platelminto da classe Trematoda e € um dos
agentes etiologicos da esquistossomose, uma das doencas infecciosas e
parasitarias mais prevalentes no mundo, sendo endémica em 76 paises e territorios
onde aproximadamente 210 milhdes de pessoas encontram-se infectadas e outras
779 mil vivem em areas de risco de infeccdo. O proteoma predito deste parasito foi
publicado recentemente e contém mais de 13.000 proteinas. Contudo, mais de 40%
permanece sem funcdo predita ou caracterizacdo experimental. Em virtude do
exposto, o presente trabalho teve como objetivo principal aprimorar a anotacao do
genoma de S. mansoni utilizando a abordagem filogenética para a predicdo de
ortélogos. A reconstrucdo da histdria evolutiva de todas as proteinas codificadas no
genoma de S. mansoni foi realizada através de um pipeline automético, como
implementado no PhylomeDB (http://phylomedb.org), um banco de dados de filomas.
O filoma resultante possui 8.818 arvores filogenéticas obtidas a partir da anélise
comparativa de 13.285 proteinas de S. mansoni com 0s potenciais homélogos em
16 outros organismos, incluindo uma planta, fungos, nematoides, artrépodes,
urocordados, cefalocordados e vertebrados. Utilizando a abordagem filogenética
para a predicdo de ortélogos foi possivel transferir anotacdo funcional (termos GO)
para 5.507 proteinas de S. mansoni, das quais 946 eram anotadas previamente
como “proteinas hipotéticas” ou “proteinas expressas” que correspondem a
proteinas cuja funcdo é completamente desconhecida. Além de promover uma
melhora significativa na predicdo funcional do proteoma de S. mansoni, 0s
resultados desta analise provém informag¢des importantes sobre a evolucdo do
genoma deste parasito, como a identificacdo de duplicagcdes génicas que podem
estar relacionadas a especificidades morfologicas ou fisiolégicas deste organismo.
Todos os alinhamentos de sequéncias, arvores filogenéticas e anotacdo funcional
serdo disponibilizadas através dos bancos de dados PhylomeDB
(http://phylomedb.org) e SchistoDB (http://schistodb.net), fornecendo uma vasta

fonte de informacgdes para a comunidade cientifica.



Abstract

ABSTRACT

Schistosoma mansoni is a Platyhelminth parasite from the Trematode class. It is one
of the etiologic agents of human schistosomiasis, a tropical neglected disease that is
endemic in 76 countries where 210 million people are infected and other 779.000 live
in areas of risk of infection. The parasite predicted proteome was recently published
and contains over 13.000 proteins. However, more than 40% remain without a
predicted function or experimental characterization. Therefore, the present study had
as main goal to improve the S. mansoni functional annotation using the phylogenetic
approach for the prediction of orthologues. The reconstruction of the evolutionary
histories of all proteins encoded in the S. mansoni genome was performed through
an automatic pipeline, as implemented in PhylomeDB (http://phylomedb.org), a
phylome database. The resulting phylome has 8.818 phylogenetic trees derived from
the comparative analyses of 13.285 S. mansoni proteins and their potential homologs
in 16 other organisms, including a plant, fungi, nematodes, arthropods, urochordates,
cephalochordates and vertebrates. Using this phylogeny-based approach, we could
transfer functional annotations from Gene Ontology (GO) to 5.507 S. mansoni
proteins, 946 of wich were previously annotated as “hypothetical” or “expressed
protein”, corresponding to proteins with a completely unknown function. Besides
promoting a significant improvement in the functional prediction of the S. mansoni
proteome, this approach has provided useful information about the parasite’s
genome evolution, such as identification of gene duplications that may be related to
morphological or physiological characteristics of this organism. All sequence
alignments, phylogenetic trees, and functional annotation will be made publicly
available through PhylomeDB (http://phylomedb.org) and SchistoDB
(http://schistodb.net) databases providing a powerful resource for the scientific

community.
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1. INTRODUGAO

1.1. A Esquistossomose

1.1.1. Aspectos gerais e epidemiolégicos da doenca

A esquistossomose é uma das doencas infecciosas e parasitarias mais prevalentes
no mundo, sendo endémica em 76 paises e territérios onde aproximadamente 210 milhées
de pessoas encontram-se infectadas e outras 779 mil vivem em &reas de risco de infeccéo
(Engels et al., 2002; Steinmann et al., 2006). De todos os paises com relatos de
transmiss&o, 46 estdo na Africa onde residem cerca de 97% do total de infectados e 85% da
populacdo mundial em risco de infeccdo (Steinmann et al., 2006). Apenas na Africa sub-
saariana, aproximadamente 280.000 mortes por ano sao atribuidas a esquistossomose (van
der Werf et al., 2003).

Esta doenca tem como agentes etiolégicos platelmintos trematodas do género
Schistosoma, sendo S. japonicum, S. haematobium e S. mansoni as principais espécies que
acometem humanos (Han et al., 2009). O S. mansoni ocorre em grande parte da Africa sub-
saariana, regides do Oriente Médio, Venezuela, Caribe e é a espécie responsavel pela

ocorréncia da esquistossomose no Brasil (Gryseels et al., 2006) (Figura 1).

S. mansoni

S. haematobium
M S. intercalatum

S. japonicum
m S. mekongi

S. haematobium/S. mansoni
3 Grandes rios e lagos

Figura 1: Distribuicdo global da esquistossomose. S. mansoni possui ampla distribuicdo na Africa
Subsaariana, nordeste do Brasil, Suriname, Venezuela, Caribe e possui distribuicao restrita no Egito e
Arabia (Adaptado de Gryseels et al., 2006).
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Em funcéo da esquistossomose ser uma doencga veiculada pela agua, esta acomete
principalmente populagbes pobres que vivem proximo a colegdes hidricas contaminadas
pelo parasito e que ndo tém acesso a cuidados adequados ou medidas de prevencgao
eficazes (Alam et al.,, 2009). Na maioria das vezes, a agua oriunda destas colegbes é
utilizada em atividades diarias como lavar, cozinhar e para fins de geracdo de renda como
agricultura e pesca. Taxas de infeccdo e prevaléncia mais altas sdo encontradas em
criancas em idade escolar, adolescentes e adultos jovens, afetando negativamente o
desempenho escolar e comprometendo o desenvolvimento social e econdmico em areas
fortemente afetadas (Steinmann et al., 2006; Hotez & Kamath, 2009).

Atualmente o controle da esquistossomose depende principalmente do tratamento de
pacientes infectados, utilizando praziquantel, a Unica droga disponivel para tratamento
(TDR, 2007; Bruun & Aagaard-Hansen, 2008; Berriman et al., 2009). Entretanto, esta droga
ndo previne contra a reinfec¢do e a eficacia é varidvel dependendo do sexo do parasito,
estagios de desenvolvimento e periodo de infeccdo, além de evidéncias de parasitos
resistentes a este medicamento terem sido obtidas em laboratério e no campo (Liang et al.,
2003; Pica-Mattoccia & Cioli, 2004; Botros & Bennet, 2007; Melman et al., 2009).

Embora a distribuicdo da esquistossomose tenha mudado nos ultimos 50 anos com o
sucesso de alguns programas de controle, 0 nimero estimado de pessoas infectadas ou em
risco de infec¢do ndo foi alterado, uma vez que resultados positivos das medidas de controle
foram obtidos em &areas onde o numero de pessoas infectadas e em risco de infeccao é
muito pequeno (Engels et al., 2003).

Em virtude do exposto, a esquistossomose continua sendo uma das doencas
infecciosas e parasitarias mais prevalentes no mundo, responsavel por perdas econdmicas

significativas e sérias consequéncias para a salde publica.

1.1.2. O parasito Schistosoma mansoni

Schistosoma mansoni (Figura 2) é um parasito lofotrocozoario, platelminto da classe
Trematoda e € um dos agentes etioldgicos da esquistossomose intestinal. O nome da
categoria taxondmica Lophotrochozoa deriva de caracteristicas morfoldgicas dos membros
do grupo — “Lopho” faz referéncia a estrutura alimentar ciliada presente, por exemplo, em
representantes dos filos Brachiopoda e Phoronida e “trochozoa” se refere a larva trocofora,
estagio larval presente em representantes dos filos Mollusca, Annelida, Platyhelminthes,
dentre outros (Telford, 2006). Os vermes S. mansoni adultos possuem colora¢do branca ou
acinzentada, os machos medem aproximadamente 1 cm e as fémeas 1,5 cm, tém um

tegumento complexo e duas ventosas, sendo uma oral e outra ventral (Melo & Coelho, 2005;
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Gryseels et al., 2006). Ao contrario de outros trematddeos, estes organismos sao didicos. O
macho possui um canal ginecéforo constituido por dobras no sentido longitudinal onde ele

aloja e fecunda a fémea (Melo & Coelho, 2005; Gryseels et al., 2006).

Figura 2: Microscopia eletrénica de um casal de parasitos coloridos artificialmente. A fémea (em
verde) esta localizada no interior do canal ginecoforo do macho (em marrom). Disponivel em

http://emtrix.dbs.umt.edu/imagery/imagery.htm. Acesso em: 30 mar. 2010.

O ciclo biolégico de S. mansoni apresenta uma alternancia de geracdes entre 0s
hospedeiros intermediarios, moluscos do género Biomphalaria (Gryseels,et al., 2006), e os
hospedeiros definitivos vertebrados, roedores, primatas e o homem (Figura 3) (Han et al.,
2009). Ao longo do ciclo, complexas adaptacdes morfolégicas e fisioldgicas sdo necessarias
para que este parasito consiga sobreviver em ambientes completamente distintos como a
agua e o meio interno de seus hospedeiros (LoVerde et al., 2004; Melo & Coelho, 2005;
Webster et al., 2010).

A transmissdo do S. mansoni ocorre através do contato com a agua onde cercarias
infectantes nadam em busca de um hospedeiro vertebrado (Ross et al., 2002). Embora as
cercérias possam viver por 36 a 48 horas, sua maior atividade e capacidade infectiva
ocorrem nas primeiras oito horas de vida (Melo & Coelho, 2005). Uma vez em contato com a
pele do homem, as cercéarias se fixam e, através de movimentos vibratorios intensos,
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promovem a penetracdo do corpo cercariano com concomitante perda da cauda (Melo &
Coelho, 2005). Este processo tem duracao aproximada de 5 a 15 minutos.

Apbs a penetragdo, as larvas resultantes, denominadas esquistossdmulos, adaptam-
se as condi¢cdes fisiologicas do meio interno, migram pelo tecido subcutdneo e, ao
penetrarem em um vaso sanguineo, sdo levadas passivamente da pele até os pulmdes pelo
sistema vascular, via lado direito do coracdo (Ross et al., 2002). Dos pulmdes, 0s
esquistossbmulos se dirigem para o sistema porta-hepéatico. Uma vez no interior deste
sistema, 0s esquistossbmulos se alimentam e se desenvolvem transformando-se em
machos e fémeas 25-28 dias apds a penetracdo (Ross et al., 2002; Melo & Coelho, 2005).
Ainda no sistema porta eles se acasalam e 0s casais migram para a veia mesentérica
inferior onde fardo oviposicao.

Os ovos imaturos sao depositados nos tecidos em torno do 35° dia da infec¢éo e a
formacdo do miracidio (ovo maduro) demanda, aproximadamente, seis dias. Cada fémea
pde cerca de 400 ovos por dia que se depositam na parede dos capilares e vénulas. Cerca
de 50% destes sdo expulsos ativamente para a luz do intestino e sdo eliminados juntos com
as fezes. Os ovos que ndo sdo eliminados podem ficar retidos na mucosa intestinal ou
serem arrastados pela corrente circulatéria podendo se alojar em varios 0rgaos,
principalmente no figado. Os primeiros ovos séo vistos nas fezes cerca de 42 dias apés a
infeccdo do hospedeiro (Melo & Coelho, 2005). Os ovos eliminados com o bolo fecal tém
uma expectativa de vida de 24 horas (fezes liquidas) a cinco dias (fezes sdélidas).
Alcancando a agua, os ovos liberam o miracidio, estimulado pela temperatura, luz intensa e
oxigenacdo da agua (Melo & Coelho, 2005). O miracidio entdo nada em busca de
hospedeiros intermediarios, moluscos do género Biomphalaria. A capacidade de penetracéo
restringe-se a cerca de oito horas apés a eclosdo. Em contato com o molusco, intensos
movimentos combinados com a acdo enzimatica permitem a penetracdo do miracidio nos
tecidos do hospedeiro invertebrado. No interior do molusco, o miracidio transforma-se em
esporocisto, sofre reproducdo assexuada e 0s esporocistos transformam-se em cercérias.
Cada miracidio pode gerar de 300 a 400 mil cercarias (Ross et al., 2002; Melo & Coelho,
2005).

A esquistossomose mansobnica é basicamente uma doenca que decorre da resposta
inflamatéria granulomatosa que ocorre em torno dos ovos vivos do parasito. Entre 50 e 120
dias apo6s a infeccdo caracteriza-se a fase aguda da doenca onde é comum observar
sintomas como febre, sudorese, calafrios, emagrecimento, fenbmenos alérgicos, diarréia,
disenteria, coélicas e etc. O paciente ndo tratado podera evoluir para a fase cronica da
doenca com o desenvolvimento de hepatomegalia, esplenomegalia, varizes e ascite (barriga
d’agua). Estudos indicam que o periodo de vida médio de S. mansoni é de cinco anos,
entretanto, relatos comprovam a existéncia de casais eliminando ovos por mais de trinta
anos no interior do hospedeiro vertebrado (Melo & Coelho, 2005).
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Os vermes adultos formam casais e migram pela ultima vez 10 ) No figado, as larvas tornam-se Em seguida, migram
11) (cada casal pode viver de 3 a 30 anos) vermes adultos 9 ) para o lado esquerdo
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Figura 3: Ciclo biolégico do Schistosoma mansoni (Adaptado de Ross et al., 2002). O hospedeiro definitivo
€ infectado pela cercaria quando em contato com cole¢Bes hidricas contaminadas (6). No interior do
hospedeiro, a cercaria transforma-se em esquistossémulo (7) que mais tarde, no sistema porta-hepatico,
transforma-se em verme adulto (11). Os vermes adultos se acasalam e casais de S. mansoni migram para
as veias mesentéricas onde a fémea inicia a oviposicao (12). Parte dos ovos atinge a luz do intestino e séo
eliminados com as fezes (1). Em contato com a 4gua, os ovos eclodem liberando miracidios (2) que nadam
em busca de hospedeiros invertebrados (3), moluscos do género Biomphalaria, no caso de parasitos da
espécie S. mansoni. No interior do molusco, os miracidios transformam-se em esporocistos que se
reproduzem assexuadamente e transformam-se em cercarias infectantes (4).
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1.1.3. O genoma e proteomade S. mansoni

Schistosoma mansoni possui um genoma dipléide com 7 pares de cromossomos
autossémicos e um par de cromossomos sexuais (Criscione et al., 2009). A fémea é
heterogamética, possuindo o par de cromossomos sexuais ZW e 0 macho o par ZZ (Short et
al., 1979; Criscione et al., 2009). O genoma deste parasito foi recentemente publicado
compreendendo um total de 363 megabases (Mb) distribuidas em 5.745 scaffolds
(supercontigs) maiores que 2 kilobases (Kb) cada (Berriman et al., 2009). Aproximadamente
70% do tamanho estimado do genoma foi ordenado em cromossomos constituindo o mapa
genético de S. mansoni (Criscione et al., 2009).

O genoma mitocondrial deste parasito € bastante similar ao dos demais metazoarios,
possui 14.415 pb e codifica 36 genes: 2 RNA'’s ribossomais, 22 RNA’s transportadores e 12
proteinas (COXI, COXIl, COXIll, NAD1, NAD3, NAD4, NAD5, ATP6 e CYTB) (Le et al.,
2001). Assim como na maioria dos nematoides e platelmintos, o gene ATP8 ¢é ausente (Hu &
Gasser, 2006; Vallés & Boore, 2006).

A versdo do genoma utilizada no presente trabalho foi obtida no SchistoDB 2.0
(http://schistodb.net) e possui um total de 12.003 genes (incluindo os genes mitocondriais)
que codificam 13.285 transcritos (Zerlotini et al., 2009), embora o nimero real de genes
possa chegar a 17.500 (Berriman et al., 2009). Entretanto, do proteoma predito até o
momento, mais de 42% ainda nado possui funcdo conhecida, com proteinas anotadas
apenas como “proteina hipotética” (do inglés, hypothetical protein) ou “proteina expressa”
(do inglés, expressed protein), para as quais termos Gene Ontology (GO) n&o foram
identificados. Embora a anotagdo “expressed protein” sugira confirmacdo de expresséo
génica, nos dados referentes ao genoma de S. mansoni esta informagéo ndo est4 associada
a esta nomenclatura. Assim como “hypothetical protein”, “expressed protein” quer dizer
apenas funcéo desconhecida (do inglés, unknown).

A utilizagdo dos termos GO na anotagdo funcional fornece uma base de dados
estruturada para a descricdo dindmica e organizada da funcdo génica e dos produtos
génicos de qualquer organismo (Ashburner et al., 2000). O projeto GO resulta de um esforco
colaborativo para atender a necessidade de descricBes consistentes de produtos génicos
em bancos de dados diferentes. O vocabulario padronizado de termos pode ser aplicado a
trés ontologias independentes: processos biolégicos, funcdo molecular e componente
celular. Esta metodologia tem sido adotada pela comunidade cientifica para a anotacao
funcional de genomas recém sequenciados (Lewis, 2005).

A disponibilidade de informacdes gendmicas permite a acelera¢do do conhecimento

da Biologia de Sistemas de S. mansoni e das relacbes estabelecidas com os hospedeiros,
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em especial com o hospedeiro definitivo. Entretanto, um dos desafios que persistem &
compreender quais sdo 0s genes ganhos, perdidos ou duplicados em S. mansoni, em
relacdo ao genoma dos demais organismos, e quais sdo os padrdes de expressdo destes
genes 0s quais permitem que este parasito sobreviva por anos em um ambiente
potencialmente hostil da circulagdo sanguinea humana, protegido da acdo do sistema

imunoldgico e/ou intervindo ativamente, tornando a resposta do hospedeiro ineficaz.

1.2. Analises filogenéticas

Comparar a enorme variedade de organismos vivos e suas caracteristicas tem sido
uma tarefa central na Biologia ao longo dos séculos, uma vez que acredita-se que todos os
organismos vivos estejam relacionados por uma ancestralidade comum (e.g. Descorps-
Declere et al.,, 2008; Page & Holmes, 1998). Com o advento das técnicas de
sequenciamento de DNA associadas ao desenvolvimento de bancos de dados e
ferramentas computacionais, a reconstru¢do da histéria evolutiva baseada em sequéncias
de nucleotideos e/ou aminoacidos tornou-se possivel e necessaria (Gabalddn, 2005; Snel et
al., 2005; Whelan et al., 2001).

A reconstrucdo filogenética utilizando sequéncias moleculares de genes e/ou
proteinas, assim como a reconstru¢cdo baseada em dados morfol6logicos, envolve a
identificacdo de caracteres homologos compartilhados pelos organismos, seguida da
inferéncia de arvores filogenéticas a partir da comparacao destes caracteres (Figura 4)
(Delsuc et al., 2005). Homologia é uma relagéo existente entre duas entidades biol6gicas,
como por exemplo, duas sequéncias moleculares ou dois caracteres anatdOmicos que
derivam do mesmo ancestral (Fitch, 1970; Koonin, 2005; Descorps-Declere et al., 2008;
Gabaldon, 2008b). De forma mais detalhada, as relacbes evolutivas sdo melhores
estabelecidas por meio da deteccédo de ortologia, ao invés de apenas homologia (Huerta-
Cepas et al., 2007). Ortélogos sado proteinas ou genes homoélogos derivados de um
ancestral comum por especiacdo, enquanto paralogos sdo homdlogos derivados por
duplicacdo génica (Fitch, 1970). A deteccado de relacbes de ortologia é idealmente realizada
através da identificacdo de eventos de especiacdo e duplicacdo evidenciados pela andlise

filogenética (Figura 6).
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As filogenias sdo hipoteses evolutivas que indicam relagbes de ancestralidade
representadas através de arvores filogenéticas. Uma arvore € um grafo utilizado para
representar a histéria evolutiva de um grupo de moléculas ou organismos e consiste de nés
conectados por ramos (Page & Holmes, 1998). As unidades taxon6micas operacionais
(UTO) representam as sequéncias ou 0s organismos a partir dos quais os dados séo
provenientes. Os nés internos representam ancestrais hipotéticos e o ancestral comum a
todas as sequéncias ou organismos que compdem a arvore é a raiz da arvore filogenética,
no caso de arvores enraizadas (Figura 4) (Page & Holmes, 1998).

As arvores filogenéticas sao inferidas a partir da analise de caracteres morfolégicos
ou moleculares, dentre outros. Na andlise molecular, o numero de evidéncias é
consideravelmente maior, uma vez que cada nucleotideo ou aminoacido é interpretado
como um caractere gque evolui de forma independente (Ridley, 2006). Diferentes proteinas
ou segmentos de DNA ndo evoluem na mesma velocidade e isto deve ser considerado ao
determinar a metodologia cientifica aplicada a reconstrucdo filogenética. Segundo Mark
Ridley (2006) podemos fazer uma analogia com os ponteiros de um relégio que giram em
diferentes velocidades: uma molécula de evolugao rapida tera “girado” o ponteiro diversas
vezes durante o tempo evolutivo. Quando diversas mudancas no mesmo sitio tornam-se
comuns, perde-se a informagéo filogenética. Ou seja, € como tentar utilizar um crondmetro
que tem apenas o0 ponteiro dos segundos para comparar a duragcdo de uma mesma aula,
quando ministrada por diferentes professores (Ridley, 2006). Portanto, a velocidade com
que as sequéncias moleculares evoluem deve ser avaliada ao escolher as sequéncias que
serdo utilizadas na reconstrucao filogenética, de forma que estas estejam de acordo com as

perguntas a serem respondidas.
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Figura 4. Particbes da arvore filogenética. Nesta arvore hipotética as letras A, B, C, D e E
representam as sequéncias proteicas a partir das quais a arvore foi reconstruida. A arvore representa
a histéria evolutiva deste grupo de moléculas e consiste de nds conectados por ramos. Os nés
internos representam ancestrais hipotéticos e o ancestral comum a todas as sequéncias ou
organismos que compdem a arvore € a raiz da arvore filogenética. O enraizamento da arvore é

realizado a partir do grupo externo.

Ha décadas, a filogenética molecular tem sido uma das areas de pesquisa mais
ativas em Biologia Evolutiva. As andlises tém inicio com o alinhamento das sequéncias,
seguido do método de inferéncia de arvores filogenéticas. Ao comparar sequéncias
moleculares, antes de inferir o nimero de alteracdes nestes dados é preciso garantir que os
sitios comparados sédo os mesmos em todas as amaostras, motivo pelo qual a probabilidade
da hipoétese filogenética representar a realidade esta diretamente relacionada a qualidade do
alinhamento. Portanto, sitios (nucleotideos ou residuos de aminoacidos) mal alinhados ou a
escolha de sequéncias ndo apropriadas podem conduzir a erros que invalidardo a arvore
filogenética inferida (Frickey & Lupas, 2004).

Ao longo de varias décadas, diferentes métodos foram descritos para converter a
informacdo armazenada em sequéncias nucleotidicas ou proteicas em arvores evolutivas.
Estes métodos podem ser classificados em dois grandes grupos: os baseados em distancia

e 0s baseados em caracteres (Schneider, 2007; Nahum & Pereira, 2008).
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Os métodos baseados em distadncia como o de “agrupamento de vizinhos” (do
inglés, neighbor-joining, NJ) (Saitou & Nei, 1987; Studier & Keppler, 1988) comparam as
diferencas entre todos os pares das sequéncias alinhadas e em seguida convertem as
diferencas em uma matriz de distancias que representa a distancia evolutiva entre cada par.
Desta forma, a matriz representa o nimero ou a proporcédo de diferencas observadas, ou o
namero esperado de substituicdes por sitio sob as premissas de um modelo de evolucdo
molecular (Nahum & Pereira, 2008). As desvantagens dos métodos baseados em distancia
incluem a perda de informacGes quando caracteres discretos sdo convertidos em uma
matriz de distancia e o fato das estimativas confidveis de distancia ndo serem obtidas para
sequéncias muito divergentes (Nahum & Pereira, 2008; Holder & Lewis, 2003).

Os métodos baseados em caracteres como méxima verossimilhanca (do inglés,
maximum likelihood, ML) (Felsenstein, 1981) analisam cada caractere individualmente. Este
método permite a incorporacdo de modelos evolutivos complexos na analise produzindo
arvores filogenéticas mais acuradas (Holder & Lewis, 2003; Nahum & Pereira, 2008).
Entretanto, este método demanda mais tempo e capacidade de processamento
computacional.

A utilizacdo de modelos evolutivos na reconstru¢do de arvores filogenéticas permite
incorporar suposi¢cdes sobre o processo evolutivo que originou os dados observados
(Kelchner & Thomas, 2007). A fixacdo de qualquer mutacédo depende, dentre outros fatores,
da presséo seletiva a qual o gene ou produto génico estdo sujeitos. Regides codificantes e
nao codificantes possuem diferentes taxas de substituicdo, bem como cada posi¢cdo no
cédon estd sujeita a diferentes pressdes seletivas. Por este motivo, a incorporacdo de
heterogeneidade nas taxas evolutivas entre os sitios permite que os modelos se ajustem
melhor aos dados produzindo arvores filogenéticas mais realistas (Li0 & Goldman, 1998).

Véarios modelos evolutivos podem ser testados na reconstrucdo de arvores
filogenéticas, dentre eles: JTT (Jones et al., 1992), WAG (Whelan & Goldman, 2001),
BLOSUMG62 (Henikoff & Henikoff, 1992) e VT (Muller & Vingron, 2000). Para as proteinas
codificadas pelo genoma mitocondrial, existem modelos evolutivos especificos como o
MtREV (Adachi & Hasegawa, 1996). A selecdo do modelo que melhor se adéqua aos dados
é de extrema importancia para a acuracia da analise filogenética (Posada & Buckley, 2004).
Dentre os métodos de selecao disponiveis, o critério de informacao de Akaike (AIC) (Akaike,
1973) tem se destacado (Posada & Buckley, 2004). Este critério ndo testa os modelos no
sentido de testar de hipéteses, mas sim avalia os modelos testados. O valor de AIC é
derivado dos valores de maxima verossimilhangca estimados, penalisando o numero de
parametros analisados. Assim, sdo atribuidos valores para a qualidade de ajuste de cada
modelo sendo, portanto, uma ferramenta para selecionar um modelo evolutivo dentre os
demais (Kelchner & Thomas, 2007).

12
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1.2.1. Reconstrucéao de filomas

As analises filogenéticas de sequéncias moleculares tém numerosas aplicacdes
como o estabelecimento acurado de relacdes de ortologia e paralogia, a predi¢cao funcional
de proteinas ndo caracterizadas experimentalmente ou a detec¢do de eventos evolutivos
(Huerta-Cepas et al., 2010b).

Nos udltimos anos, o crescente niumero de genomas completamente sequenciados
aliados ao desenvolvimento de poder computacional e novas ferramentas de Bioinformatica,
abriram caminho para as analises comparativas envolvendo diversos grupos taxonémicos
(Medina, 2005; Huerta-Cepas et al., 2007), incluindo a reconstrucao da historia evolutiva de
todos os genes codificados em um organismo, i.e. o filoma (Sicheritz-Ponten & Andersson,
2001).

A disponibilizacéo de informacdes resultantes da reconstrugdo de filomas prové a
comunidade cientifica uma ampla visdo da evolugdo dos genomas sob a perspectiva de
todos os componentes do repertorio génico ou protéico de certa espécie, além de propiciar
acesso ao conhecimento em diferentes niveis de divergéncia da arvore da vida (Medina,
2005; Huerta-Cepas et al., 2007). Estas analises, que integram todos os elementos de um
sistema bioldgico, ao invés de estudar cada componente de forma isolada, deram origem a
uma nova abordagem chamada Biologia de Sistemas (Hood, 2003). Esta abordagem possui
especial relevancia no contexto de organismos recém sequenciados, uma vez que através
da gendmica ou protebmica comparativa permite realizar a transferéncia de anotacéo
funcional baseada em relagdes de ortologia (Huerta-Cepas et al., 2010b). Assim, a
correlacdo entre Teoria Evolutiva e Biologia de Sistemas surge para solucionar duas das
questdes fundamentais em Biologia: a funcdo dos sistemas biolégicos e a compreensao da

evolucéo da biodiversidade (Medina, 2005).

1.2.2. Anotacédo funcional de genes e seus produtos

A predicao funcional de genes e produtos génicos é uma etapa chave em qualquer
projeto de sequenciamento genbémico. Entretanto, embora o conhecimento da funcéo génica
seja de extrema importancia para a compreensdo dos processos bioldgicos, cerca de 30-
35% dos genes, na maioria dos organismos, permanece sem caracterizacdo experimental

ou predita e grande parte das demais sequéncias codificantes possuem apenas uma

13



Introducéo

anotacdo funcional muito genérica (Galperin & Koonin, 2000). Por este motivo, pesquisas
tém sido desenvolvidas com o objetivo de anotar automaticamente as funcdes proteicas em
resposta a alta taxa de geracdo de sequéncias em comparacdo com a taxa de
caracterizacdo experimental (Galperin & Koonin, 2000; Gabaldon & Huynen, 2004;
Sjélander, 2004; Hawkins & Kihara, 2007; Nahum & Pereira, 2008; Gabaldén, 2008a; Jiang,
2008). Neste sentido, duas abordagens tém sido utilizadas com maior freqiéncia: uma
baseada em similaridade de sequéncias e outra baseada em analise filogenética.

A anotacdo funcional dos produtos génicos de S. mansoni (Berriman et al., 2009) foi
realizada através de buscas baseadas em similaridade de sequéncias utilizando ferramentas
do pacote BLAST — Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990). Este método é
rapido, simples e pode ser facilmente automatizado para a analise de milhares de genes,
motivo pelo qual tem sido utilizado com frequéncia para a predi¢do funcional de produtos
codificados por genomas recém sequenciados. Nestes casos, 0s top hits que retornam do
banco de dados séo interpretados como estreitamente relacionados ao gene ou proteina
gue motivou a busca. Entretanto, varias limitacdes estdo associadas a este método como,
por exemplo, o fato dos resultados obtidos através de alinhamento local nédo refletirem a
funcdo proteica totalmente. Em conjunto, a pratica de predicdo funcional baseada em
similaridade de sequéncias tem gerado erros sistematicos (Brenner, 1999; Galperin &
Koonin, 1998; Koski & Golding, 2001; Brown & Sjolander, 2006; Nahum & Pereira, 2008).

Na tentativa de aumentar a acuracia da predicdo funcional em larga escala,
cientistas tém associado métodos filogenéticos a esta analise, tirando proveito do poder que
uma perspectiva evolutiva fornece as analises biolégicas comparativas (Eisen, 1998; Eisen
& Wu 2002). Certo das vantagens proporcionadas por esta analise composta, Eisen (1998)
sugeriu que as analises evolutivas e gendmicas devem ser combinadas em uma Unica
abordagem, denominada como Filogenbmica. Assim, ha aproximadamente 12 anos, a
filogenbmica foi proposta como a intersecdo entre a genbmica e os estudos filogenéticos.
Desde entéo, este novo campo de atuacao tem provido informacdes importantes no que diz
respeito a predicao funcional dos genes, bem como sobre a histéria evolutiva dos genomas
e seus respectivos organismos, tendo se mostrado uma alternativa eficaz para otimizar o
processo de predi¢cdo funcional e evitar a propagagdo de erros associados a predi¢do
baseada apenas em similaridade de sequéncias (Eisen, 1998; Frickey & Lupas, 2004; Brown
& Sjolander, 2006; Nahum & Pereira, 2008; Huerta-Cepas et al., 2010b).

Em virtude do exposto e da auséncia de anotacao funcional para mais de 42% do
proteoma predito de S. mansoni (Berriman et al., 2009, Zerlotini et al., 2009), o presente
trabalho tem como motivacdo principal aprimorar a predicdo funcional do respectivo
proteoma deste parasito, baseado nos potenciais da andlise comparativa sob uma

perspectiva evolutiva.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:
2.1.1. Aprimorar a anotacdo funcional do genoma de S. mansoni utilizando a abordagem

filogenémica para a predigéo de ort6logos.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Reconstruir e analisar o filoma de Schistosoma mansoni a partir do proteoma predito

deste parasito e de seus potenciais homologos em 16 outros organismos.

2.2.2. Construir um banco de dados relacional que integre dados do SchistoDB,

PhylomeDB e resultados de nossas analises.

2.2.3. ldentificar e remover dados do proteoma de S. mansoni que sejam potencialmente

redundantes.

2.2.4. Analisar as relacBes evolutivas de S. mansoni com outros metazoarios e identificar

genes e/ou grupos de genes que foram duplicados nesta espécie.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Selecédo dos proteomas preditos

O filoma reconstruido neste trabalho é derivado do conjunto de proteinas codificadas

pelo genoma completamente sequenciado de 17 organismos obtidos no Ensembl, Intergr8,
JGI Genome Projects, SchistoDB, Broad Institute Ustilago maydis Database, SilkDB e NCBI

Genome Database

(Quadro 1).

proteinas

mitocondriais

foram recuperadas

separadamente a partir do GOBASE (O’Brien et al., 2009) e do banco de dados de

organelas eucariotas do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome).

Quadro 1: Base de dados utilizada na reconstrucéo do filoma de S. mansoni

Nome cientifico

Arabidopsis thaliana

Ustilago maydis

Saccharomyces cerevisiae

Neurospora crassa

Nematostella vectensis

Caenorhabditis elegans
Caenorhabditis briggsae
Schistosoma mansoni
Drosophila melanogaster
Anopheles gambiae

Bombyx mori
Strongylocentrotus purpuratus
Ciona intestinalis
Branchiostoma floridae

Danio rerio
Mus musculus

Homo sapiens

Cdédigo! TaxID? Proteinas3

Ath

Uma

Sce

Ncr

Nem

Cel
Cbr
Sch
Dme
Aga
Bom

Str
Cin
Bra

Dre
Mms

Hsa

3702

5270

4932

5141

45351

6239

6238
6183
7227
7165
7091

7668

7719

7739

7955
10090
9606

35.552

6.548

6.600

10.645

27.175

19.574

13.192
13.285
13.734
14.244

14.623

42.420

10.978

50.817

21.409
25.252

21.926

Fonte*

http://www.ebi.ac.uk/integr8

http://www.broadinstitute.org/
annotation/genome/ustilago_
maydis/

http://fungi.ensembl.org/Sacc
haromyces_cerevisiae
http://www.broadinstitute.org/
annotation/genome/neurospo
ra

http://genome.jgi-
psf.org/Nemvel/Nemvel.do
wnload.ftp.html
http://www.ensembl.org/Cae
norhabditis_elegans
http://metazoa.ensembl.org/
Caenorhabditis_briggsae

http://schistodb.net

http://metazoa.ensembl.org/
Drosophila_melanogaster
http://metazoa.ensembl.org/A
nopheles_gambiae
http://silkworm.genomics.org.
cn
http://www.ncbi.nim.nih.gov/p
rojects/genome/guide/sea_ur
chin/
http://www.ensembl.org/Cion
a_intestinalis
http://genome.jgi-
psf.org/Brafl1/Brafl1.home.ht
ml
http://www.ensembl.org/Dani
o_rerio
http://www.ensembl.org/Mus
_musculus
http://www.ensembl.org/Hom
0_sapiens

Referéncia®

Arabidopsis Genome Initiative,
2000

Ustilago maydis Sequencing
Project. Broad Institute of MIT
and Harvard
(http://www.broad.mit.edu)
Cherry et al., 1997; Liti et al.,
2009

Galagan et al., 2003

Putnam et al., 2007

The C. elegans Sequencing
Consortium, 1998

Stein et al., 2003
Berriman et al., 2009

Adams et al., 2000;

Holt et al., 2002; Sharakhova et
al., 2007

Mita et al., 2004

Sea Urchin Genome Sequencing
Consortium et al., 2006

Dehal et al., 2002
Putnam et al., 2008

Almeida-King et al., 2009.

Church et al., 2009

International Human Genome
Sequencing Consortium, 2004

1 — Cdbdigo da espécie analisada. 2 —

Identificador taxon6mico no NCBI (taxID). 3 — Total de

proteinas analisadas em cada espécie. 4 — Bancos de dados dos proteomas preditos. 5 — Referéncias

bibliograficas.

16



Materiais e Métodos

O conjunto de espécies selecionadas corresponde principalmente a sequéncias de
metazoarios (animais heterotroficos, méveis e multicelulares), incluindo 8 invertebrados
(Nematostella vectensis, Caenorhabditis elegans, Caenorhabditis briggsae, Schistosoma
mansoni, Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae, Bombyx mori e Strongylocentrotus
purpuratus), 1 tunicado (Ciona intestinalis), 1 cefalocordado (Branchiostoma floridae) e 3
vertebrados (Danio rerio, Mus musculus e Homo sapiens) (Quadro 1). Esta amostragem de
espécies torna este banco de dados bastante adequado para o estudo da evolucdo de

familias de proteinas entre os metazoarios.

3.2. Reconstrucdo do filoma de S. mansoni

Para reconstruir o filoma de S. mansoni foi utilizado um pipeline automatico (Figura
5), adaptado a partir do descrito para a reconstrucéo do filoma humano (Huerta-Cepas et al.,
2007). Um pipeline é um conjunto de passos ou instrucbes computacionais a serem
executadas para certa finalidade, podendo ser automatizada, por exemplo, em analises de
Bioinformatica.

Para cada proteina codificada pelo genoma de S. mansoni, foi realizada uma busca
por similaridade (Altschul, 1990) contra o banco de dados gerado, para selecionar um
conjunto de proteinas com indice de similaridade significativo (E-value <10-3). Somente
sequéncias que alinharam com cobertura minima de 33% em relacdo a sequéncia proteica
em analise foram selecionadas, com um limite maximo de 150 sequéncias por busca
(ordenadas de forma crescente pelo valor do E-value). Os conjuntos de proteinas
recuperados pela busca por similaridade foram alinhados utilizando os parametros padrao
do MUSCLE, verséao 3.6 (Edgar, 2004), um programa que realiza o alinhamento global de
multiplas sequéncias. Para filtrar colunas (sitios) do alinhamento ricas em lacunas (gaps),
aquelas contendo gaps em mais de 10% das sequéncias foram eliminadas utilizando o
programa trimAl (Capella-Gutierrez et al., 2009) com limiar para gaps em cada coluna igual
a 0.9 e com limite de cobertura de, no minimo, 33%. A aplicagcéo de filtro nos alinhamentos
“brutos” (whole alignment) produz alinhamentos mais “limpos” (trimmed alignment)
mantendo apenas trechos de sequéncias compartiihadas pela maioria dos membros
selecionados na busca por similaridade.

A partir dos alinhamentos filtrados foram obtidas arvores filogenéticas utilizando duas
abordagens: uma baseada em distancia - Neighbor Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987; Studier
& Keppler, 1988) e outra baseada em caracteres - Maximum Likelihood (ML) (Felsenstein,
1981). As arvores filogenéticas reconstruidas através da abordagem NJ foram obtidas

utilizando uma matriz de distancia, como implementado no BioNJ (Gascuel, 1997). Em
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seguida, estas foram utilizadas como “semente” para a analise por ML utilizando o algoritmo
PhyML (Guindon & Gascuel, 2003). O principio desta analise € comecar a partir de uma
arvore construida por um algoritmo rapido e melhora-la. Na andlise por ML, para cada
arvore filogenética foram testados quatro modelos evolutivos: JTT (Jones et al., 1992), WAG
(Whelan & Goldman, 2001), BLOSUM62 (Henikoff & Henikoff, 1992) e VT (Muller and
Vingron, 2000). Para as proteinas codificadas pelo genoma mitocondrial o pipeline foi
aplicado separadamente, e além dos quatro modelos mencionados, acrescentamos 0
modelo MtREV (Adachi & Hasegawa, 1996).

8. SchistoPhylome SQL
Banco de Dados

Relacional
1. Construcdo do banco de
7 Predic3o de RelagSes dados com o proteoma das 17
de Homologia espécies selecionadas
A gk A AL
& 6. Maxima Verossimilhanga \
¥'Construgdo da darvore filogenética utilizando 2. Para cada proteina codificada pelo
maxima verossimilhanca no PhyML; genoma de S. mansoni foi realizada
v'Método mais acurado; uma busca por similaridade
¥ Testa diferentes modelos evolutivos (WAG, JTT, —_—
BLOSUM 62 e VT); v utilizando o BLAST; \Cixljj:fj:zmjj'x
(Estima-;éo da distribuicdo gama; / v E-value: <10-; EA AR Ll EIE
¥ overlap cut-off: 33%; | 15451005
@ 5. Agrupamento de ﬁ
Vizinhos
¥ Construgdo da &rvore filogenética utilizando (3 Alinhamento global ==
matriz de distdncia no BioMJ; dos potenciais =
¥'Método rapido, mas pouco acurado; homélogos
v'0 resultado desta analise foi utilizado como
semente para a andlise por maxima "/M'ﬂ:ggfé‘goﬁ?
verossimelhanga; o
\ / 4, Gap Trimming g
v Filtro para trimA
retirar colunas |, .. .oioaes
ricas em gaps;  sigmmntsimmng

’

Figura 5: Representacdo esquematica do pipeline utilizado na reconstrucao do filoma de S. mansoni.
Cada sequéncia proteica codificada pelo genoma de S. mansoni € comparada contra o banco de
dados contendo o proteoma predito das 16 espécies incluidas na analise para selecionar possiveis
proteinas homodlogas. O grupo de sequéncias selecionadas é alinhado e, em seguida, filtrado para a
remoc¢do de colunas ricas em gaps. O alinhamento refinado € utilizado na reconstrucdo da arvore
filogenética pelo método de distancia (Agrupamento de Vizinhos), a qual é entdo utilizada como
arvore “semente” para a analise por maxima verossimilhanca. Nesta ultima, sdo testados quatro
modelos evolutivos (WAG, JTT, BLOSUM 62 e VT) (cinco, no caso de proteinas codificadas pelo
genoma mitocondrial onde testa-se também o MtREV). (Adaptado de Huerta-Cepas et al., 2007).
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Os modelos evolutivos foram utilizados para fazer predicdes quanto ao processo de
substituicdo nas sequéncias moleculares, ou seja, um modelo de substituicdo de sequéncias
descreve em termos probabilisticos o processo através do qual uma sequéncia de
caracteres (nucleotideos ou aminoacidos) evoluiu ao longo do tempo (Lido & Goldman, 1998;
Kelchner & Thomas, 2007). Uma vez que nem todos os sitios evoluem na mesma taxa, em
funcdo de alguns sitios estarem sobre forte pressao seletiva, aplicamos em todos os casos
um modelo de distribuicAo gama discreta, com quatro categorias além de posicdes
invariantes. O parametro gama e a fracdo de posi¢des invariantes foram estimados a partir
dos dados.

Para selecionar o modelo evolutivo que melhor se adequou aos dados utilizamos o
critério de informacao de Akaike (AIC) (Akaike, 1973). Valores de apoio para as diferentes
particbes das arvores filogenéticas foram calculados pelo teste aLRT (do inglés,
approximate likelihood ratio test), como implementado no PhyML (Guindon & Gascuel, 2003;
Anisimova & Gascuel, 2006), utilizando a op¢do Chi2-Based. Esta abordagem avalia cada
ramo da arvore calculando se o ramo em andlise possui ganho de verossimilhanca
significativo em comparacdo com a hipétese nula que determina o colapso deste ramo na

arvore filogenética (Anisimova & Gascuel, 2006).

3.3. Construcéo do banco de dados relacional

Banco de dados relacional é um conceito abstrato que define maneiras de
armazenar, manipular e recuperar dados estruturados na forma de entidades (tabelas)
(Ferreira & Takai, 2008). Estes dados sao registros de qualquer natureza, inclusive dados
biolégicos, como por exemplo, identificadores de genes, sequéncias nucleotidicas ou
proteicas, alinhamentos ou arvores filogenéticas. As tabelas sdo formadas por linhas e
colunas. As colunas sdo indexadas possibilitando melhor desempenho nos processos de
busca e ordenacao dos dados. O estabelecimento de relacBes entre as tabelas é realizado
através de uma chave primaria - um identificador Unico constituido por uma ou mais colunas.

Para construir um banco de dados, é necessario um Sistema Gestor de Base de
Dados (SGBD) - um conjunto de programas responsaveis pelo gerenciamento da base. No
presente trabalho, utilizamos o] MySQL, versao 5.1.49
(http://www.mysgl.com/downloads/mysgl/) como SGBD que executa comandos em
Linguagem de Consulta Estruturada (do inglés, Structured Query Language - SQL).

Em funcdo da necessidade de extrair diversas informacbes a partir de grandes

conjuntos de dados de fontes diferentes, utilizando as ferramentas acima mencionadas,
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construimos o banco de dados relacional SchistoPhylomeSQL (Figura 8). Este banco integra
informacdes do proteoma de S. mansoni disponiveis no SchistoDB, verséo 2.0 (Zerlotini et
al., 2009) com dados do proteoma deste parasita obtidos no UniProt (The UniProt
Consortium, 2010), além de dados do filoma depositados no PhylomeDB (Huerta-Cepas et
al., 2008). O acesso ao banco de dados foi realizado através do DbVisualizer, versao 7.0.5
(http://www.dbvis.com), uma ferramenta intuitiva que permite desenvolver e acessar
diferentes SGDBs em varios sistemas operacionais.

O banco de dados SchistoPhylomeSQL (Figura 8) foi o principal recurso para a

mineracao de dados do filoma de S. mansoni descrita a seguir.

3.4. Mineracdo dos dados

As analises comparativas desenvolvidas neste trabalho foram realizadas com base
no proteoma predito de S. mansoni, disponivel no banco de dados SchistoDB 2.0 (Zerlotini
et al., 2009), em conjunto com os demais 16 proteomas jA mencionados (Quadro 1). A
mineracdo dos dados selecionados para integrar a analise bem como dos dados obtidos
como resultados foram realizadas via consultas em SQL no banco de dados relacional
SchistoPhylomeSQL.

Para acessar o banco de dados, inicialmente é necessario abrir a interface interativa
do DbVisualizer e em seguida estabelecer conexdo com os dados do SchistoPhylomeSQL
através da identificacdo do sistema gestor de base de dados, do servidor, do banco de
dados e do usuario. Uma vez conectados, todas as tabelas podem ser facilmente acessadas
e as consultas em SQL efetuadas através do campo SQL Commander. Exemplos de
consultas em SQL utilizadas na mineracgéo do filoma podem ser obtidos no Quadro 2.

O estabelecimento de relacdes entre as tabelas foi realizado através dos
identificadores originais das sequéncias no SchistoDB e/ou no PhylomeDB. Os resultados

das consultas deram origem as estatisticas e graficos do filoma de S. mansoni.
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Quadro 2: Exemplos de consultas em SQL utilizadas na mineragdo do filoma de S.

mansoni.

Descricdo® Total? Consulta em SQL?®

Transcritos analisados 13.285 select count(*) from idconversion where originalid like 'Smp_%' or
originalid like 'NC%'

Alinhamentos trimados 8.818 select count(*) from alignment where type like ‘trimmed’
Arvores filogenéticas 8.818 select count(*) proteinid from SchistoBestModel
Proteinas hipotéticas ou expressas 5.631 select count(*) from SchistoAnnotation a where (a.product like
sem termos Gene Ontology ‘%hypothetic%' or a.product like '%eexpress%') and a.go not like '%G0%'
Arvores para proteinas hipotéticas 2.534 select count(*) from SchistoBestModel bm,SchistoAnnotation a where
ou expressas sem termos Gene bm.proteinid=a.proteinid and (lower(a.product) like '%hypothetic%' or
Ontology lower(a.product) like '%express%') and (lower(a.go) not like '%6GO%")
Arvores filogenéticas que possuem 966 select count(*) from SchistoBestModel bm, SchistoAnnotation a where

apenas identificadores de S.
mansoni e cujo identificador seed
possui como produto a palavra
hypothetical ou expressed protein

a.proteinid=bm.proteinid and (lower(a.product) like ‘'%ypothetic%' or
lower(a.product) like '%xpress%') and bm.newick not like '%Dre%' and
bm.newick not like '%Bra%' and bm.newick not like '%Aga%' and
bm.newick not like '%Mms%' and bm.newick not like '%Ath%' and
bm.newick not like '%Nem%' and bm.newick not like '%Sce%' and
bm.newick not like '%Bom%' and bm.newick not like '%Cbr%' and
bm.newick not like '%Cel%' and bm.newick not like '%Cin%' and
bm.newick not like '%Hsa%' and bm.newick not like '%Uma%' and
bm.newick not like '%Dme%' and bm.newick not like '%Str%' and
bm.newick not like '%Ncr%’

1 — Descricdo do que a consulta objetiva identificar. 2 — Total de identificadores encontrados. 3 —

Consulta em SQL utilizada.

3.5. Identificacdo de produtos de splicing alternativo e sequéncias redundantes

Com o objetivo de filtrar os produtos de splicing alternativo (isoformas) presentes no

banco de dados SchistoDB 2.0 (Zerlotini et al., 2009), utilizando o SchistoPhylomeSQL,
recuperamos uma lista contendo todos os identificadores das proteinas e o tamanho das
sequéncias (aa) para 0s quais existiam mais de uma versdo (exemplo, Smp_000130.1,
Smp_000130.2, Smp_000130.3 e Smp_000130.4). Diferentes versdes sao transcritos
produto de splicing alternativo codificados pelo mesmo gene. Esta lista possuia inicialmente
um total de 2.188 identificadores. No caso de multiplas versdes da mesma proteina, os dez
primeiros nameros do identificador sdo iguais e as diferentes versdes sdo separadas por
ponto (.) seguido do numero que indica a versao. Por exemplo, Smp_000130.1,
Smp_000130.2, Smp_000130.3 e Smp_000130.4 representam quatro diferentes versdes
codificadas pelo gene Smp_000130. Em seguida, um programa escrito em linguagem

Python, versdo 2.5.5 (http://www.python.org/download/releases), analisou as sequéncias
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comparando o tamanho entre as versdes e recuperando apenas a de maior tamanho em
aminoacidos.

Para filtrar a redundéncia por similaridade, através do ETE (Enviroment for tree
Exploration) (http://ete.cgenomics.org/) (Huerta-Cepas et al., 2010a), conectamos no
PhylomeDB e selecionamos todas as arvores contendo, no minimo, duas sequéncias de S.
mansoni. Este procedimento nos permitiu recuperar um total 6.118 arvores para as quais
buscamos os alinhamentos nao filtrados (whole alignment). Para identificar a porcentagem
de identidade entre as sequéncias de S. mansoni utilizamos o programa trimAl em cada
alinhamento (Capella-Gutierrez et al., 2009). Em seguida, um programa escrito em
linguagem Python identificou as sequéncias com porcentagem de identidade igual ou maior

a 98% e selecionou de forma aleatéria apenas uma delas, descartando as demais.

3.6. Anédlise filogenética das proteinas mitocondriais

O numero reduzido de genes mitocondriais e o variado grau de conservacéo entre
eles torna 0 genoma mitocondrial adequado tanto para o estudo intra-especifico quanto para
o0 estudo inter-especifico. Como todas as espécies incluidas na reconstrucao do filoma de S.
mansoni possuem o genoma mitocondrial completamente sequenciado e anotado, foi
realizado um levantamento prévio que verificou a presenca de sequéncias homdlogas as
proteinas mitocondriais de S. mansoni em todos 0s organismos. Por este motivo e em
funcdo de proteinas como Citocromo b (CYTB) e Citocromo Oxidase (COX) serem
altamente conservadas (Saribas et al., 1998; Zhao et al.,, 2008), utilizamos as arvores
filogenéticas reconstruidas para as proteinas CYTB e COXI como grupo controle para a
metodologia utilizada na selecéo de possiveis ortdlogos durante a reconstrugéo do filoma de
S. mansoni.

A visualizacao das arvores filogenéticas no formato grafico foi realizada utilizando o
Figtree (Rambaut, 2010). Para validagdo da metodologia aplicada, deve ser possivel
observar nas arvores mencionadas a sequéncia codificada pelo genoma mitocondrial de S.

mansoni e seus homdlogos em cada um dos demais16 organismos.

3.7. Deteccdo de relacdes de homologia

Com o objetivo de gerar um catalogo completo com a predicdo de homoblogos entre
0s genes de S. mansoni e 0os demais organismos incluidos na analise (Quadro 1),

examinamos o filoma de S. mansoni com um algoritmo que realiza a predicdo de ortologia e
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paralogia (Huerta-Cepas et al., 2007) através de scripts e programas gerados em linguagem
Python para exploracdo de arvores filogenéticas (http://ete.cgenomics.org/) (Huerta-Cepas
et al., 2010a). Em sintese, este algoritmo examina cada arvore filogenética e utiliza a
distribuicdo das espécies entre grupos irmaos para detectar e marcar eventos de duplicacéo
génica e especiacdo (Figura 6). Para cada proteina “semente”, o algoritmo segue pelos
ramos e nos que a conectam com as demais proteinas presentes na arvore filogenética e
analisando o0 evento evolutivo predito em cada ndé o algoritmo estabelece relacbes de
paralogia e ortologia. Ao longo deste trabalho nos referimos as proteinas de S. mansoni
como proteinas “semente” em funcao de todas as andlises terem sido baseadas nestas

sequéncias.
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Figura 6: Relagbes de ortologia e paralogia em uma familia de proteinas.
A arvore filogenética de uma familia de proteinas hipotética contem um total de seis membros: um
membro da espécie A (Al), trés da espécie B (B1, B2 e B3) e dois da espécie C (C1, C2). Eventos de
especiagdo (circulos) e duplicacdo génica (quadrados) estdo indicados. Um primeiro evento de
duplicagdo (quadrado branco) ocorreu antes da especiacdo B-C (circulo preto), enquanto uma
duplicagéo posterior (quadrado preto) ocorreu na linhagem B dando origem a relacdo de paralogia
entre B2 e B3. Neste cenario, a Unica proteina presente em A (Al) é ortéloga a todas as demais e
vice-versa. Quando comparamos membros de B e C: C1 é ortélogo de B1, enquanto C2 possui dois
co-ortdlogos em B (B2 e B3) (Adaptado de Gabalddn, 2005).

23



Materiais e Métodos

3.8. Inferéncia da func¢éo génica por métodos filogendmicos

A fim de produzir um conjunto de predi¢cbes funcionais com alta confiabilidade para
as proteinas codificadas pelo genoma de S. mansoni, a partir dos dados de relacdes
evolutivas previamente obtidos e filtrados, recuperamos um subconjunto de ortologias com
relagdes do tipo “um-pra-um”, “um-pra-muitos”, “muitos-pra-um” e “muitos-pra-muitos” entre
S. mansoni e cada um dos demais 16 organismos. Os critérios utilizados para o

agrupamento em subconjuntos séo:

v/ um-pra-um: quando a proteina “semente” ndo possui proteinas paralogas em S.
mansoni e existe uma Unica proteina ortéloga na outra espécie analisada (Remm et
al., 2001);

v/ um-pra-muitos: quando a proteina “semente” ndo possui proteinas paralogas em S.

mansoni e existe mais de uma proteina ortéloga na outra espécie analisada (Remm
et al., 2001);

v/ muitos-pra-um: quando a proteina “semente” possui proteinas paralogas em S.

mansoni e existe uma Unica proteina ortéloga na outra espécie analisada (Remm et
al., 2001);

v/ muitos-pra-muitos: quando a proteina “semente” possui proteinas paralogas em S.

mansoni e existe mais de uma proteina ortéloga na outra espécie analisada (Remm
et al., 2001);

Exemplos de subconjuntos agrupados de acordo com as relagbes de homologia podem ser

visualizados na Figura 7 e nos Quadros 3 e 9.
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Branch scale: 0.123 “Semente” | Ortologos | Relagoes de
Homologia
— +Sch0002900 Smp 099320{seed} Sch0002900 | Bra0050466 |um-pra-muitos
EL_,3_;_{—"-‘-5—%1rao02834?_prot28347 Bra0028347
11.000 %Bra0050466_prot50466 Sch0002900 | Dre0030334 | um-pra-um
Hsa0015489 ENSPO0000248342 Sch0002900 |Hsa0015489 | um-pra-um
@ %@m50003400_EN5MUSP00000066038 Sch0002900 | Mms0003400| um-pra-um
LUreU030334_ENSUARFLO00D0GI 304 Sch0002900 | Sr0025221 | um-pra-muitos
Str0016472 XP_001190159.1 110039908
— StrO0008520 XP _001200835.1 Str0016472
-@ Stro025221 XP 001178557.1 r
StrO039998 XP_792388.1 Stro008520
@ L110sA 530008619 ENSANGPOO0000 Sch0002900 [Bom0010671 | um-pra-um
211 aDme0016180 CG10306-PA Il Sch0002900 [Aga0008619 | um-pra-um
Bom001067l_BGIBMGEOIOGTfl-F’A Sch0002900 |Dme0016180 | um-pra-um
S Nem0012494 prot12454 Sch0002900 | Nem0012494 | um-pra-muitos
—® 0,530 %NemOOBQ? 5 protl3275 Nem0013275
o Nem0014981 prot14981 Nem0014981
— +Cin0006307_ENSCINPOO000014937 Sch0002900 | Cin0006307 | um-pra-um
.55 g°Cbr0000046_Q61K76 Sch0002900 | Cbr0000046 | um-pra-um
 p7ce AICeIOO'lTlQ?_TlBGl.ll Sch0002900 | Cel0017197 um-pra-um
¢ Jma0004837 UM0D4837.1
'0.90) 053 ='\|CFOOO§451 NCUOS707.2 Sch0002900 | Ath0O001575 um-pra-um
919 *Ath0001575 QSSZA3 ~ Sch0002900 | Uma0004837 | um-pra-um
- Sch0002900 | Ncr0009451 | um-pra-um

Figura 7: Predi¢éo de eventos evolutivos e rela¢cdes de homologia das proteinas presentes na arvore filogenética reconstruida para a proteina Smp_099320.
A analise tem inicio no ramo externo que conecta a proteina “semente” (seed) a arvore filogenética. Em seguida, o programa analisa todos os noés que
conectam esta proteina as demais sequéncias proteicas. De acordo com a distribuicdo das espécies nas particdes descendentes de cada no, o programa
prediz os eventos evolutivos e estabelece relagdes de homologia entre as proteinas. Apos identificar os ort6logos e/ou paralogos e classificar as relacdes de
homologia, esta informagdo é armazenada em um arquivo texto.

25



Materiais e Métodos

Quadro 3: Exemplo de relagbes evolutivas entre proteinas de S. mansoni e cada um dos

demais 16 organismos incluidos na analise.

Proteina Paralogos em Hom(’)logos3 Rela¢des de
‘Semente’’ S. mansoni? Homologia®
Sch0002900 - Hsa0015489 um-pra-um
Sch0002900 - Dme0016180 um-pra-um
Sch0002900 - Ath0001575 um-pra-um
Sch0002900 - Ncr0009451 um-pra-um
Sch0002900 - Cel0017197 um-pra-um
Sch0002900 - Cin0006307 um-pra-um
Sch0002900 - Aga0008619 um-pra-um
Sch0002900 - Cbr0000046 um-pra-um
Sch0002900 - Nem0012494, Nem0013275, Nem0014981 um-pra-muitos
Sch0002900 - Uma0004837 um-pra-um
Sch0002900 - Mms0003400 um-pra-um
Sch0002900 - Str0025221, Str0039998,Str0016472, Str0008520 um-pra-muitos
Sch0002900 - Dre0030334 um-pra-um
Sch0002900 - Bra0050466,Bra0028347 um-pra-muitos
Sch0002900 - Bom0010671 um-pra-um
Sch0007902 Sch0012555, Sch0007910  Cel0005193 muitos-pra-um
Sch0007902 Sch0012555, Sch0007910  Cin0016615 muitos-pra-um
Sch0007902 Sch0012555, Sch0007910  Mms0024944, Mms0003391 muitos-pra-muitos
Sch0007902 Sch0012555, Sch0007910  Cbr0007035 muitos-pra-um
Sch0007902 Sch0012555, Sch0007910 Nem0025875 muitos-pra-um
Sch0007902 Sch0012555, Sch0007910 Bom0008139 muitos-pra-um
Sch0007902 Sch0012555, Sch0007910  Str0038612, Str0032349 muitos-pra-muitos
Sch0007902 Sch0012555, Sch0007910 Dre0023109, Dre0020056, Dre0020008 muitos-pra-muitos
Sch0007902 Sch0012555, Sch0007910  Bra0001053, Bra0019084 muitos-pra-muitos

1 — Identificador da proteina “semente” de S. mansoni na arvore filogenética. 2 — Pardlogos em S.
mansoni para a proteina “semente”; a auséncia de paralogos é representada por um trago (-). 3 —

Homodlogos nos demais organismos. 4 — Classificagdo da relacdo de homologia.

Os dados de anotacgédo funcional conhecidos para os genes das espécies incluidas
no filoma de S. mansoni foram depositados dos bancos de dados (Quadro 1) e
armazenados separadamente em arquivos texto nomeados de acordo com o codigo de cada
espécie, como por exemplo, Nem.txt, Aga.txt e Hsa.txt. A partir do arquivo texto contendo as
relacbes de homologia (e.g. Figura 7), um programa escrito em Python (Quadro 4) foi
utilizado para efetuar a transferéncia da anotacdo para as proteinas de S. mansoni. Em

sintese, o programa Ié cada linha do arquivo contendo os homélogos preditos para cada
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proteina “semente” de S. mansoni e ao detectar o identificador de um ortélogo, ele acessa o
arquivo contendo os dados de anotacdo de uma determinada espécie, verifica a
disponibilidade de anotagcdo funcional para o identificador em analise e efetua a
transferéncia. Caso exista mais de um ortdlogo para a mesma proteina “semente”, o
programa ordena os dados de anotacdo funcional de acordo com a ordenag¢do dos
ortélogos. Os arquivos resultantes contendo a informacao transferida possuem as seguintes
informacdes: identificador da proteina “semente”, identificador do ortélogo, classificacdo da
relacdo de homologia (um-pra-um, um-pra-muitos, muitos-pra-um ou Mmuitos-pra-muitos) e
termos Gene Ontology (GO). A metodologia aplicada gera resultados independentes, uma
vez que a transferéncia é feita a partir de cada ortdlogo com funcdo conhecida em cada
espécie para a proteina “semente”, o que nos permite comparar as anotac¢des funcionais de
ortdlogos de diferentes espécies. Por exemplo, a proteina mitocondrial Citocromo Oxidase
Subunidade | estd presente em todas as demais 16 espécies incluidas no filoma de S.
mansoni. Esta proteina possui anotacéo funcional no genoma mitocondrial de todas as 16
espécies. Portanto, o pipeline utilizado deve ser capaz de identifcar os 16 ort6logos na
busca por similaridade e deve ser possivel observar como resultado 16 transferéncias de
anotacao funcional para o identificador da proteina Citocromo Oxidase Subunidade | de S.

mansoni.
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Quadro 4: Programa escrito em linguagem Python para efetuar a transferéncia da anotacéo
funcional das proteinas ortélogas com fungcado conhecida para as proteinas “semente” de S.

mansoni

#!/usr/bin/env python
import sys

#Reads orthology file
orthologs = {}
paralogs = {}
type_orthology = {}
list_species =[]
for line in open(sys.argv[1]):
line = line.strip()
dades = line.split(" ")
if "Sch" in dades[1]:
paralogs[dades[0]] = dades[1]
else:
if dades[1][0:3] not in list_species:
list_species.append(dades[1][0:3])
if dades[0] not in orthologs:
orthologs[dades[0]] = {}
orthologs[dades[0]][dades[1][0:3]] = dades[1]

#Read GO files

annotations = {}
for species in list_species:
annotations[species] = {}
for line in open("../GO_annotations/GO/"+species+".txt"): #Change is GO files are in a different location
line = line.strip()
if "GO:" in line:
dades = line.split("\t")
annotations[species][dades[0]] = dades[2]

for species in list_species:
file = open("./prediction98_version3/"+species+"_annotations","w") #Change if you want a different output
for seed in paralogs.keys():
if "," not in paralogs[seed]:
if species in orthologs[seed]:
if "," not in orthologs[seed][species]:
codi = orthologs[seed][species]
if codi in annotations[species]:
print>>file,"[one-to-
one]\t"+seed+"\t"+orthologs[seed][species]+"\t"+annotations[species][codi]
else:
codis = orthologs[seed][species].split(",")
go_terms ="
for codi in codis:
if codi in annotations[species]:

if go_terms =="":
go_terms = annotations[species][codi]
else:
gos = annotations[species][codi].split(" || )
for go in gos:
if go not in go_terms:
go_terms = go_terms + " || " + go
if go_terms I="":
print >>file,"[one-to-
many]|\t"+seed+"\t"+orthologs[seed][species]+"\t"+go_terms
else:
if species in orthologs[seed]:
if "," not in orthologs[seed][species]:
codi = orthologs[seed][species]
if codi in annotations[species]:
print >>file,"[many-to-
one]\t"+seed+"\t"+orthologs[seed][species]+"\t"+annotations[species][codi]

else:
codis = orthologs[seed][species].split(",")
go_terms =""
for codi in codis:
if codi in annotations[species]:

if go_terms ==""

go_terms = annotations[species][codi]
else:

gos = annotations[species][codi].split(" || *)

for go in gos:

if go not in go_terms:
go_terms = go_terms + " || " + go
if go_terms I=""":

print >>file,"[many-to-

many]\t"+seed+"\t"+orthologs[seed][species]+"\t"+go_terms
file.close()
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4. RESULTADOS

4.1. Ofilomade S. mansoni

O filoma reconstruido neste trabalho é derivado da analise comparativa do conjunto
de proteinas codificadas pelo genoma de S. mansoni com outros 16 organismos
completamente sequenciados (Quadro 1).

Os conjuntos de proteinas com similaridade de sequéncia significativa (E-value <107®)
e com cobertura minima desejada (33%), totalizando 8.818 proteinas (66%) do proteoma
predito de S. mansoni, foram alinhados, filtrados e deram origem a um total de 8.818 arvores
filogenéticas. A auséncia de arvore para as demais 4.467 proteinas (33,62%) justifica-se
pelo fato destas ndo atenderem aos critérios de selecdo descritos anteriormente (Materiais e
Métodos, item 3.2). Das 8.818 arvores, 2.534 (29%) correspondem a arvores cujas proteinas
em andlise possuem fungdo desconhecida, sendo anotadas como proteinas hipotéticas ou
expressas e ndo possuem termos do Gene Ontology (GO) conforme descrito no SchistoDB
(Zerlotini et al., 2009). Na Figura 8 é possivel observar a distribuicdo das proteinas
hipotéticas ou expressas (violeta) de S. mansoni agrupadas de acordo com o tamanho das
sequéncias proteicas em aminoacidos, bem como as respectivas arvores filogenéticas
(verde) reconstruidas para estas proteinas.

Todos os alinhamentos e arvores filogenéticas resultantes desta analise foram
depositadas no PhylomeDB (Huerta-Cepas et al., 2008) e podem ser acessadas facilmente
através do website http://phylomedb.org. Como as arvores e alinhamentos foram gerados
automaticamente, em caso de analises mais detalhadas sobre familias de proteinas
especificas, € recomendado verificar a qualidade dos alinhamentos das sequéncias
proteicas para julgar a qualidade dos dados. Se necessario, 0os alinhamentos podem ser
expandidos ou refinados.

A mineracdo dos dados foi realizada via consultas em SQL no banco de dados

relacional SchistoPhylomeSQL (Figura 9).
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Figura 8: Distribuicdo das proteinas hipotéticas ou expressas (violeta) de S. mansoni e suas
respectivas arvores filogenéticas (verde) no PhylomeDB de acordo com o tamanho das sequéncias

proteicas em aminoacidos (aa).
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Figura 9: Interface grafica do SchistoPhylomeSQL através do DbVisualizer.

4.2. Eliminacéo de produtos de splicing alternativo e sequéncias redundantes

A versdo do proteoma predito de S. mansoni utilizada na reconstrucdo do filoma,
disponivel no banco de dados SchistoDB 2.0 (Zerlotini et al., 2009), possui 1.282 produtos
de splicing alternativo além de sequéncias redundantes (98% de identidade ou mais).
Exemplos de produtos de splicing alternativo entre as sequéncias do proteoma predito de S.
mansoni podem ser vistos no Quadro 5.

Para filtrar a redundancia por similaridade, através do ETE (Enviroment for tree
Exploration) (Huerta-Cepas et al., 2010a), conectamos no PhylomeDB e selecionamos as
6.118 arvores filogenéticas e seus respectivos alinhamentos que contém, no minimo, duas
sequéncias de S. mansoni. A matriz de porcentagem de identidade de cada alinhamento foi

obtida utilizando o programa trimAl (Capella-Gutierrez et al., 2009). Um exemplo desta
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matriz pode ser visualizado no Quadro 6. Em seguida um programa escrito em Python
identificou as sequéncias de S. mansoni com porcentagem de identidade igual ou maior a
98% e selecionou apenas uma delas, descartando as demais. Exemplos de pares de
sequéncias proteicas que apresentam pelo menos 98% de identidade estéo ilustrados no
Quadro 6. A escolha por eliminar sequéncias com altos valores de identidade ocorreu em
funcdo da presenca de um grande numero de identificadores com sequéncias nucleotidicas
e proteicas altamente conservadas. Estas sequéncias estdo localizadas em diferentes
scaffolds e/ou posi¢cdes no genoma, mas nao existe nenhum tipo de informacéo adicional
para os respectivos identificadores, 0s quais tampouco podem ser rastreados no mapa
genético de S. mansoni (Criscione et al.,, 2009). Na tentativa de identificar dominios
protéicos nestas sequéncias, foram realizadas buscas no Pfam (Fiin et al., 2010), um banco
de dados de dominios protéicos (http://pfam.sanger.ac.uk). Entretanto, nenhum dominio foi
identificado. No UniProt (The UniProt Consortium, 2010), um banco de dados de sequéncias
proteicas (http://www.uniprot.org), todas estas sequéncias sdo agrupadas em um Unico
numero de acesso, sugerindo redundancia no banco de dados. Exemplos destas
sequéncias proteicas podem ser visualizados no Quadro 7.

Todas as sequéncias eliminadas foram devidamente documentadas. O conjunto de
sequéncias eliminadas nesta etapa pode ser visualizado no Anexo |. No total, foram

eliminadas 1.802 sequéncias (13,56 % do proteoma predito), sendo:

v 1003 sequéncias proteicas cuja funcdo é predita ou conhecida experimentalmente;

v - . - , _ )
498 sequéncias proteicas anotadas como expressed protein; proteinas cuja funcéo

v/ 301 sequéncias proteicas anotadas como hypothetical protein; ndo e conhecida.
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Quadro 5: Exemplos de proteinas codificadas pelo produto de
PhylomeDB.

splicing alternativo no

Identificador®

Sch0001866
Sch0001867
Sch0001868
Sch0001869
Sch0001851
Sch0001852
Sch0001853
Sch0001854
Sch0001855
Sch0001856
Sch0001857
Sch0001858
Sch0001859
Sch0001860
Sch0001861
Sch0001862
Sch0001863
Sch0001864
Sch0001865
Sch0001870

Sch0001871

Identificador?

Smp_183020.17
Smp_183020.16
Smp_183020.13
Smp_183020.21
Smp_183020.20
Smp_183020.3
Smp_183020.10
Smp_183020.8
Smp_183020.18
Smp_183020.5
Smp_183020.9
Smp_183020.4
Smp_183020.12
Smp_183020.14
Smp_183020.19
Smp_183020.11
Smp_183020.2
Smp_183020.7
Smp_183020.1
Smp_183020.15

Smp_183020.6

Comprimento (aa)®

75

75

75

75

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

80

1 — Identificador do produto de splicing alternativo da proteina Smp_183020 no PhylomeDB. 2 —

Identificador da proteina Smp_183020 no SchistoDB. Os nimeros apdés o ponto (.) indicam os

diferentes transcritos. Todas as proteinas acima mencionadas estdo anotadas no SchistoDB apenas

como proteinas expressas (expressed protein). 3 — Comprimento da sequéncias proteicas em

aminoacidos. Neste exemplo, a cor preta indica as sequéncias que foram eliminadas e a cor vermelha

a sequéncia utilizada nas andlises subsequentes.
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Quadro 6: Matriz de porcentagem de identidade das sequéncias proteicas presentes no

alinhamento multiplo da proteina “semente” Sch0000871.

Matriz de porcentagem de identidade:

Sch0005149
Sch0005148
Sch0003516
Sch0000871
Sch0006797
Sch0006798
Sch0002579

0
77,937
31,6176
14,3382
34

34
15,0735

77,937
0
24,6418
11,1748
39.5
39.5
11,7479

31,6176
24,6418

0
40,8602
12,2807
12,2807
43,0108

14,3382
11,1748
40,8602

0
14,3216
14,3216
83,3333

Porcentagem de identidade das sequéncias mais similares:

Sch0005149
Sch0005148
Sch0003516
Sch0000871
Sch0006797
Sch0006798
Sch0002579

77,93
77,93
43.01
83,33
100,00
100.00
83,33

Sch0005148
Sch0005149
Sch0002579
Sch0002579
Sch0006798
Sch0006797
Sch0000871

34

39,5
12,2807
14,3216
0

100
15,0754

34

39,5
12,2807
14,3216
100

0
15,0754

15,0735
11,7479
43,0108
83,3333
15,0754
15,0754

0

A sequéncia eliminada, de acordo com os paradmetros definidos, est4 destacada em verde. Para obter

a matriz de porcentagem de identidade utilizamos o programa trimAl (Capella-Gutierrez et al., 2009).

Quadro 7: Exemplos de proteinas removidas do banco de dados em fun¢édo do alto indice

de identidade.
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Identificador®

Smp_188020
Smp_114810
Smp_107780
Smp_107790
Smp_182720
Smp_107330
Smp_107650
Smp_184720
Smp_184730
Smp_112250
Smp_185490
Smp_111950
Smp_111960
Smp_185520
Smp_185530
Smp_185540
Smp_111090
Smp_111100
Smp_110790
Smp_110970
Smp_184950
Smp_110990
Smp_108070
Smp_108090
Smp_184620
Smp_184630
Smp_108520
Smp_108730
Smp_108440
Smp_189060
Smp_117230
Smp_190490
Smp_190500
Smp_117270
Smp_117280
Smp_117500
Smp_117520
Smp_117540

Localizacdo?

Smp_scaff011929:
Smp_scaff011929:
Smp_scaff004236:
Smp_scaff004236:
Smp_scaff003783:
Smp_scaff003613:
Smp_scaff004053:
Smp_scaff007292:
Smp_scaff007292:
Smp_scaff008824:
Smp_scaff008690:
Smp_scaff008508:
Smp_scaff008508:
Smp_scaff008752:
Smp_scaff008752:
Smp_scaff008752:
Smp_scaff007706:
Smp_scaff007706:
Smp_scaff007390:
Smp_scaff007624:
Smp_scaff007624:
Smp_scaff007624:
Smp_scaff004529:
Smp_scaff004529:
Smp_scaff007120:
Smp_scaff007120:
Smp_scaff005069:
Smp_scaff005443:
Smp_scaff004974:
Smp_scaff013234:
Smp_scaff015434:
Smp_scaff015434:
Smp_scaff015434:
Smp_scaff015482:
Smp_scaff015482:
Smp_scaff015754:
Smp_scaff015754:
Smp_scaff015754:

760 - 1002
1235 - 1477
278 - 520
753 - 995
2644 - 2886
474 - 716
723 - 965
160 - 402
635 - 877
89 - 331
1222 - 1464
187 - 429
662 - 904
842 -1084
1317 - 1559
1792 - 2034
251 - 493
726 - 968
594 - 836
758 - 1000
1708 - 1950
2183 - 2425
894 - 1136
1844 - 2086
772 -1014
1247 - 1489
800 - 1042
586 - 828
1020 - 1262
479 -721
76 - 318
551 - 793
1026 - 1268
197 - 439
672 - 914
914 - 1156
1864 - 2106
2814 - 3056

Anotagdo Funcional®

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein

UniProt*

Cimicr
C1M1C7
Cimicr
C1M1C7
C1M1C7
Cimicr
C1M1C7
C1M1C7
Cimicr
C1M1C7
C1M1C7
Cimicr
C1M1C7
C1M1C7
Cimicr
C1M1C7
C1M1C7
Cimicr
C1M1C7
C1M1C7
Ccimicr
C1M1C7
Cimicz
Ccimicr
C1M1C7
Cimicz
Ccimicr
C1M1C7
Ccimicz
Ccimicr
C1M1C7
Cimicz
Ccimicr
C1M1C7
Cimicz
Ccimicr
C1M1C7
Cimicz

1 — Identificador da proteina no SchistoDB. 2 — Localizacdo no genoma de S. mansoni. 3 — Anotagéo

funcional disponivel no SchistoDB. 4 — Cédigo de acesso da sequéncia proteica no UniProt.
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http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_188020
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_114810
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_107780
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_107790
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_182720
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_107330
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_107650
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_184720
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_184730
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_112250
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_185490
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_111950
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_111960
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_185520
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_185530
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_185540
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_111090
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_111100
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_110790
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_110970
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_184950
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_110990
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_108070
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_108090
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_184620
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_184630
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_108520
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_108730
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_108440
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_189060
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_117230
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_190490
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_190500
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_117270
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_117280
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_117500
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_117520
http://www.schistodb.net/schistodb20/showRecord.do?name=GeneRecordClasses.GeneRecordClass&project_id=&primary_key=Smp_117540

Resultados

4.3. Andlise filogenética das proteinas mitocondriais

Através do pipeline utilizado (Figura 5) foram obtidas arvores filogenéticas para 9
proteinas mitocondriais (COXI, COXIl, COXIll, NAD1, NAD2, NAD3, NAD4, NAD5, NADSG,
NADA4L, ATP6 e CYTB). As proteinas citocromo b (CYTB) (Figura 11) e citocromo oxidase
subunidade | (COXI) (Figura 10) foram utilizadas como grupo controle para a reconstrucao
da histéria evolutiva de S. mansoni, em funcéo da presenca de homélogos destas proteinas
em todas as espécies selecionadas para este estudo. CYTB é um componente da proteina
integral de membrana do complexo bcl que catalisa a transferéncia de elétrons da
ubiquinona para o citocromo ¢ na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial (Gering et
al., 2009) e COXI é o catalisador terminal da cadeia respiratria mitocondrial, € a maior
subunidade das trés citocromo oxidades e é uma das maiores proteinas codificadas pelo
genoma mitocondrial (Kranthi et al., 2006).

Utilizando o programa FigTree (Rambaut, 2010), analisamos as arvores em formato
gréfico e identificamos uma sequéncia homéloga a proteina de S. mansoni em cada espécie
dos demais metazoarios, exceto em S. cerevisiae onde estdo presentes mdltiplas proteinas
homdlogas, provavelmente originadas por duplicacdo génica. A correta identificagdo de
sequéncias homdlogas das proteinas CYTB e COXI demonstra a capacidade de deteccdo
acurada de rela¢gBes de homologia pelo pipeline utilizado (Figura 5), validando a metodologia
e aumentando a possibilidade de que a historia evolutiva dos organismos reconstruida neste

trabalho represente a realidade.
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— 99

Cin - Citocromo Oxidase Subunidade |

Str - Citocromo Oxidase Subunidade |

Bom - Citocromo Oxidase Subunidade |

Aga - Citocromo Oxidase Subunidade |

Dme - Citocromo Oxidase Subunidade |

27
p— Bra - Citocromo Oxidase Subunidade |

96 87

Dre - Citocromo Oxidase Subunidade |

100
Mms - Citocromo Oxidase Subunidade |

Hsa - Citocromo Oxidase Subunidade |

= 1Uorcbr—{:ito-:rr:)mo Oxidase Subunidade |
88 | Cel - Citocromo Oxidase Subunidade |
Sch - Citocromo
, ) , Oxidase Subunidade |
Nem- Citocromo Oxidase Subunidade |
Uma- Citocromo Oxidase Subunidade |
— Ncr - Citocromo Oxidase Subunidade |

Sce - Citocromo Oxidase Subunidade |

100

Sce - Citocromo Oxidase
Subunidade | ai5a
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m— Ath - Citocromo Oxidase Subunidade |

0.3

Figura 10: Arvore filogenética da subunidade | da proteina citocromo oxidase (COX 1) reconstruida a
partir do alinhamento de 510 aminoacidos pelo método de méxima verossimilhanca. Segundo o
critério de Akaike (Akaike, 1973), o modelo evolutivo que melhor se adequou aos dados é o
BLOSUM®62 cujo valor de loglk é igual a -11235.78170. Os valores de apoio dos agrupamentos
apresentados na arvore foram obtidos através do approximate Likelihood Ratio Test (aLRT) (Guindon
& Gascuel, 2003; Anisimova & Gascuel, 2006). Altos valores de apoio (acima de 80%) estdo

destacados em verde e os baixos em vermelho.
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Hsa - Citocromo b

66
83

79

100

s - Citocromo b

—— Dre - Citocromo b
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0.3

Sce -

Citocromo bi3

Figura 11: Arvore filogenética da proteina citocromo b (CYTB) reconstruida a partir do alinhamento

de 364 aminoécidos pelo método de maxima verossimilhanca. Segundo o critério de Akaike (Akaike,

1973), o modelo evolutivo que melhor se adequou aos dados é o BLOSUMG62 cujo valor de loglk é

igual a -10898.73909. Os valores de apoio dos agrupamentos apresentados na arvore foram obtidos

através do approximate Likelihood Ratio Test (aLRT) (Guindon & Gascuel, 2003; Anisimova &

Gascuel, 2006). Altos valores de apoio (acima de 80%) estdo destacados em verde e 0s baixos em

vermelho.
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4.4. Inferéncia da funcdo génica por métodos filogendmicos

A predi¢cdo funcional de 946 proteinas de S. mansoni foi realizada utilizando os

dados das relagBes evolutivas (arvores filogenéticas) previamente obtidos através do

algoritmo que realiza a predi¢édo de relagdes de ortologia e paralogia (Materiais e Métodos,

item 3.7). Os resultados desta analise foram armazenados em arquivos texto (e.g. Figura 7)

e exemplos de ort6logos preditos e relagcdes de homologia podem ser obtidos nos Quadros

8 e 9, respectivamente.

Quadro 8: Exemplo de ortdlogos preditos para a sequéncia proteica de S. mansoni

Sch0005783.

Identificador*

Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783
Sch0005783

Ortélogos?®

Cbr0012032
Nem0015259
Dme0001733
Cel0010302

Cin0014271
Mms0010746
Aga0008515
Hsa0011772
Ath0021423,Ath0008631
Str0017449,Str0019145,Str0007156,Str0004664
Dre0015430
Bra0045297, Bra0029501
Bom0005360
Sch0005783

1 — Identificador da proteina de S. mansoni utilizada como “semente” na construgdo da arvore

filogenética. 2 — Ort6logos preditos.
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Quadro 9: Exemplos de relacdes de homologia entre sequéncias proteicas de S. mansoni e

Homo sapiens.

Relag&o de Homologia® Identificadores® Identificadores®
um-pra-um Sch0013240 Hsa0022755
um-pra-muitos Sch0013084 Hsa0007244,Hsa0017989

Sch0011633, Sch0008557,
Sch0004019, Sch0011098,
Sch0004424, Sch0011634,
Sch0011949, Sch0004850

muitos-pra-um Hsa0021925

Hsa0012407, Hsa0012409,

muitos-pra-muitos Sch0013219, Sch0013220 Hsa0012408. Hsa0012410

1 — RelagBes de homologia entre sequéncias proteicas de S. mansoni e Homo sapiens. 2 —
Identificadores das proteinas de S. mansoni no PhylomeDB. 3 — Identificadores das proteinas de H.

sapiens no PhylomeDB.

Estes subconjuntos de dados sdo derivados de andlises realizadas separadamente
para cada espécie, efetuando a transferéncia de anotacao funcional para as proteinas de S.
mansoni com base nas relagcdes evolutivas, a partir de potenciais ortélogos com funcao
conhecida na outra espécie.

Em sintese, esta andlise gerou um total de 53.189 transferéncias de anotacdo
funcional para 5.507 sequéncias de proteinas de S. mansoni. Exemplos desta transferéncia
podem ser visualizados no Quadro 10. Do total de 5.631 proteinas cuja fungdo nédo havia
sido predita ou confirmada experimentalmente, foi possivel transferir anotacao funcional
para 946 (7% do genoma predito). As predicBes funcionais transferidas para estas
sequéncias podem ser visualizadas no Anexo Il. No caso de proteinas para as quais dados
de predicdo funcional ja haviam sido obtidos anteriormente, estes resultados serdo Uteis
para confirmar, complementar ou até mesmo alterar a predi¢ao funcional destas sequéncias
proteicas (Quadro 11). A confiabilidade da transferéncia é especialmente alta para 677
(destacadas em vermelho no Anexo Il) das 946 sequéncias, em funcdo da predicdo ter sido
baseada no subconjunto de ortologias um-pra-um, significando que ha apenas um ort6logo
destas sequéncias na espécie fonte da anotacao. Um exemplo de transferéncia um-pra-um
de Caenorhabidtis briggsae para S. mansoni pode ser visualizado na Figura 12 que mostra a
reconstrucao filogenética da proteina Sch0002900 e seus potenciais homélogos nas demais

espécies analisadas neste trabalho (Quadro 1). A analise desta arvore resultou em 13
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transferéncias de anotacdo funcional de ortélogos com funcéo conhecida para a proteina
“semente” de S. mansoni. Neste exemplo, para ilustrar um caso de transferéncia um-pra-um
escolhemos a anotagédo funcional transferida de Caenorhabidtis briggsae apenas por se
tratar do organismo mais proximo taxonomicamente cujo ortdlogo possui fungdo conhecida.
No lado direito da arvore, em frente ao codigo do gene é possivel identificar os termos Gene
Ontology (GO) transferidos de C. briggsae para S. mansoni, bem como é possivel identificar
0s termos GO para outros ortélogos, dando maior apoio a transferéncia.

Dentre as arvores filogenéticas resultantes, oito possuem apenas sequéncias de S.
mansoni e H. sapiens (Smp_157140.2, Smp_037460.1, Smp_133530.2, Smp_125460,
Smp_192700, Smp_102210, Smp_074250, Smp_165020.2) e em outros casos, embora
existam sequéncias de outros organismos na arvore, os identificadores do parasito e do
hospedeiro definitivo estdo presentes de forma isolada no mesmo clado (Smp_171690,
Smp_142810, Smp_ 078560, Smp_159420, Smp_ 159920, Smp_130240). Um exemplo
interessante pode ser visualizado na arvore Smp_159920, onde uma caderina (molécula de
adesao celular) que possui véarios paradlogos em S. mansoni esta posicionada em um clado
com uma Unica caderina de H. sapiens (ENSP00000262150) (Figura 13).
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Quadro 10: Exemplos de transferéncia de anotagao funcional de uma proteina ortéloga com

funcdo conhecida para a proteina hipotética ou expressa de S. mansoni.

Identificador®

Smp_015490

Smp_015490

Smp_015490
Smp_015490

Smp_015490
Smp_015490

Smp_015490
Smp_015490
Smp_027740

Smp_027740

Smp_027740

Smp_027740
Smp_027740
Smp_027740

Smp_027740

Smp_027740
Smp_027740

Smp_027740

Codigo®

Hsa

Dme
Cel
Aga
Nem

Mms

Str
Dre

Hsa

Dme

Sce

Ncr
Cel
Mms

Nem

Uma

Aga

Bra

Relacao de
Homologia®

[muitos-pra-um]

[muitos-pra-um]
[muitos-pra-um]
[muitos-pra-um]
[muitos-pra-um]

[muitos-pra-um]

[muitos-pra-muitos]

[muitos-pra-um]

[muitos-pra-um]

[muitos-pra-um]

[muitos-pra-um]

[muitos-pra-um]
[muitos-pra-um]

[muitos-pra-um]

[muitos-pra-um]

[muitos-pra-um]

[muitos-pra-um]

[muitos-pra-muitos]

Termos GO*

G0:0006508 proteolysis || GO:0008237 metallopeptidase activity ||
G0:0008270 zinc ion binding || GO:0008450 O-sialoglycoprotein
endopeptidase activity || GO:0046872 metal ion binding

G0:0006508 proteolysis || GO:0008270 zinc ion binding || GO:0008450 O-
sialoglycoprotein endopeptidase activity

G0:0004175 endopeptidase activity

G0:0006508 proteolysis || GO:0008270 zinc ion binding || GO:0008450 O-
sialoglycoprotein endopeptidase activity

G0:0006508 proteolysis || GO:0008450 O-sialoglycoprotein endopeptidase
activity || GO:0008270 zinc ion binding

GO0:0006508 proteolysis || GO:0008237 metallopeptidase activity ||
G0:0008270 zinc ion binding || GO:0008450 O-sialoglycoprotein
endopeptidase activity || GO:0046872 metal ion binding

GO0:0006508 proteolysis || GO:0004222 metalloendopeptidase activity ||
G0:0008270 zinc ion binding || GO:0004175 endopeptidase activity
G0:0006508 proteolysis || GO:0008270 zinc ion binding || GO:0008450 O-
sialoglycoprotein endopeptidase activity

G0:0000166 nucleotide binding || GO:0004798 thymidylate kinase activity ||
G0:0005524 ATP binding || GO:0006233 dTDP biosynthetic process ||
G0:0006235 dTTP biosynthetic process || GO:0006259 DNA metabolic
process || GO:0007049 cell cycle || GO:0008283 cell proliferation ||
G0:0009165 nucleotide biosynthetic process || GO:0016301 kinase activity
|| GO:0016740 transferase activity

G0:0004798 thymidylate kinase activity || GO:0005515 protein binding ||
G0:0005524 ATP binding || GO:0006233 dTDP biosynthetic process ||
G0:0006235 dTTP biosynthetic process

G0:0000166 nucleotide binding || GO:0004798 thymidylate kinase activity ||
G0:0005524 ATP binding || GO:0005634 nucleus || GO:0005737
cytoplasm || GO:0006227 dUDP biosynthetic process || GO:0006233 dTDP
biosynthetic process || GO:0006235 dTTP biosynthetic process ||
G0:0006261 DNA-dependent DNA replication || GO:0006276 plasmid
maintenance || GO:0006280 mutagenesis || GO:0006281 DNA repair ||
G0:0009041 uridylate kinase activity || GO:0009165 nucleotide biosynthetic
process || GO:0016301 kinase activity || GO:0016740 transferase activity ||
G0:0042802 identical protein binding

G0:0004798 thymidylate kinase activity || GO:0005524 ATP binding ||
G0:0006233 dTDP biosynthetic process || GO:0016301 kinase activity
G0:0002119 nematode larval development || GO:0009792 embryonic
development ending in birth or egg hatching || GO:0040007 growth
G0:0004798 thymidylate kinase activity || GO:0005524 ATP binding ||
G0:0006233 dTDP biosynthetic process || GO:0006235 dTTP biosynthetic
process || GO:0006259 DNA metabolic process || GO:0007049 cell cycle ||
G0:0008283 cell proliferation || GO:0016301 kinase activity

G0:0004798 thymidylate kinase activity || GO:0005524 ATP binding ||
G0:0006233 dTDP biosynthetic process || GO:0006235 dTTP biosynthetic
process

G0:0004798 thymidylate kinase activity || GO:0005524 ATP binding ||
G0:0006233 dTDP biosynthetic process

G0:0004798 thymidylate kinase activity || GO:0005515 protein binding ||
G0:0005524 ATP binding || GO:0006233 dTDP biosynthetic process ||
G0:0006235 dTTP biosynthetic process

G0:0004798 thymidylate kinase activity |[GO:0005524 ATP binding
||GO:0006233 dTDP biosynthesis ||GO:0006235 dTTP biosynthesis ||
GO0:0006235 dTTP biosynthesis ||GO:0006233 dTDP biosynthesis
||GO:0005524 ATP binding [|GO:0004798 thymidylate kinase activity

1 — Identificador da proteina hipotética ou expressa de S. mansoni. 2 — Cédigo da espécie fonte da

anotacdo funcional. 3 — Relacdo de homologia entre a(s) sequéncia(s) proteicas de S. mansoni e a(s)

sequencia(s) proteicas da outra espécie. 4 — Termos GO (Gene Ontology) transferidos para a

sequéncia proteica de S. mansoni.
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Quadro 11. Exemplos de avanco na anotacdo funcional do proteoma de S. mansoni

utilizando a abordagem filogenémica.

Identificador®

Smp_073080.1

Smp_161920

Smp_083650

Smp_084380

Smp_168770

Smp_175560

Smp_094530

Smp_194230

Smp_120660

Smp_120320

Smp_120080.2

Identificador?

Sch0005651

Sch0005609

Sch0004506

Sch0004433

Sch0004271

Sch0003105

Sch0003386

Sch0000100

Sch0000139

Sch0000185

Sch0000230

GO

G0:0003676 - F nucleic acid binding

GO0:0005515 - F protein binding

GO0:0006520 - P
metabolic process

amino acid

G0:0016787 - F hydrolase activity

G0:0031072 - F heat shock protein
binding

G0:0004194 - F pepsin A activity ||
G0:0006508 - P proteolysis

G0:0005737 - C cytoplasm ||
G0:0019478 - P D-amino acid
catabolic process

GO0:0005975 - P carbohydrate
metabolic process
G0O:0005975 - P carbohydrate

metabolic process

GO:0003723 - F RNA binding ||
GO0:0006396 - P RNA processing

G0:0006807 - P nitrogen compound
metabolic process

Go*

G0:0003723 RNA binding

G0:0000166 nucleotide binding || GO:0005198
structural molecule activity || GO:0005200
structural  constituent  of  cytoskeleton ||
GO0:0005515 protein binding || GO:0005524 ATP
binding || GO:0005856  cytoskeleton ||
G0:0005884 actin filament

G0:0003824 catalytic activity || GO:0004123
cystathionine gamma-lyase activity || GO:0006520
cellular amino acid metabolic process ||
G0:0016829 lyase activity || G0O:0030170
pyridoxal phosphate binding

GO0:0004518 nuclease activity || GO:0004519
endonuclease activity || GO:0005634 nucleus ||
GO0:0006397 mRNA processing || G0O:0008270
zinc ion binding || GO:0016787 hydrolase activity ||
G0:0046872 metal ion binding

GO0:0005743 mitochondrial inner membrane ||
G0:0065002 intracellular protein transmembrane
transport

GO0:0004190 aspartic-type endopeptidase activity
|| GO:0004194 pepsin A activity || GO:0006508
proteolysis || GO:0008233 peptidase activity ||
G0:0009049 aspartic-type signal peptidase activity
|| GO:0016787 hydrolase activity

GO0:0005737 cytoplasm || GO:0016788 hydrolase
activity, acting on ester bonds || GO:0019478 D-
amino acid catabolic process

GO0:0004553 hydrolase activity, hydrolyzing O-
glycosyl compounds || GO:0005975 carbohydrate
metabolic process

G0:0005975 carbohydrate metabolism
[|GO:0004553 hydrolase activity, hydrolyzing O-
glycosyl compounds

GO0:0000381 regulation of alternative nuclear
mRNA splicing, via spliceosome || GO:0003723
RNA binding || GO:0005515 protein binding ||
GO0:0005634 nucleus || GO:0006396 RNA
processing || GO:0006464 protein modification
process

G0:0016810 hydrolase activity, acting on carbon-
nitrogen (but not peptide) bonds || GO:0006807
nitrogen compound metabolic process

1 — Identificador da proteina de S. mansoni no SchistoDB. 2 — Identificador da proteina de S. mansoni

no PhylomeDB. 3 — Termos GO (Gene Ontology) disponiveis previamente para a proteina no

SchistoDB. 4 — Termos GO (Gene Ontology) transferidos para a sequéncia proteica através da

andlise filogendmica.

43




Resultados

sch0o002900 G0:0005852 eukaryotic translation initiation factor 3 ... || GO0:0005634 nucleus || GO:0043022
chi . ribosome binding | | G0:0003743 translation initiation factor activity || GO:0006446 regulation of
(Schistosoma mansoni) franslational initiation | | G0:0006413 translational initiation
Cel0017197
85 100 (Caenorhabidtis elegans)
GO:0005852 eukaryotic translation initiation factor 3 .. || GO:0005634
L Cbr0000046 nucleus | | GO:0043022 ribosome binding | | GO:0003743 translation initiation
(Caenorhabidtis briggsae) factor activity || GO:0006446 regulation of translational initiation ||
- GO:0006413 translational initiation
57 — CIN0006 307
e (Ciona intestinalis)
100 (Branchiostoma floridae) G0:0006413 translational initiation | | G0:0005634 nucleus | |G0:0003743 translation initiation
factor activity
75 Bra0050466
e (Branchiostoma floridae) G0:0003743 translation initiation factor activity ||G0:0005634 nucdeus ||G0:0006413 translational
initiation
Hsa0015489
{Homa sapiens) GO:0003743 translation initiation factor activity || G0:0005634 nudeus || GO0:0006412 translation ||
(0-0006413 translational initiaticn
991 AMms0003400 [co:0002722 RNA binding || G0:0003743 translation initiation factor activity || GO:0005515 protein
. binding | | G0:0005634 nucleus | | GO:0006412 translztion | | GO:0006413 translational initiation
(Mus musculus)
—
s Dr20030334 [c0:0003743 transiation initiation factor activity || GO:0005634 nucleus || GO-0DDE412 translationa
{Danio rerio) initiation
Str0016472
(Strongylocentrotus purpuratus)
100 S5tr0008520
(strongylocentrotus purpuratus)
64
- Str0025221
(Strongylocentrotus purpuratus)
Str0039998
= (Strongylocentrotus purpuratus)
ag [re— AEEOUDSG 19 G0:0003743 translation inftiation factor activity | | GO:0005515 protein binding | |
(Anopheles gambiae) |50:0005634 nucleus || G0:0006413 translational initiation
99 Dme0016180 G0:0003743 translation initiation factor activity || GO:0005515
X protein binding | | G0:0005634 nucleus | | §0:0006412 translation
B7 - (Drosophila melanogaster) || 60:0006413 translational initiation
Bom0010671
(Bombyx mori)
—
Nem 0012494 GO:0003743 translation initiation factor activity || GO:0005634 nucleus ||
{Nematostella vectensis) |G0:0006413 translztional initiation
100 Nem 0013275 G0:0003743 transiztion initiation factor activity || GO:0005634 nucleus ||
(Nematostella vectensis) GO:0006413 translational initiation
Nem 0014981 GO:0003743 translation initiation factor activity || GO:0005634 nucleus ||
(Nematostella vectensis)| GO:0006412 translational initiation
Uma0004837
20 . ) G0:0003743 translation initiation factor activity || GO:0005488 binding ||
(Ustilage mavdis) G0:0005634 nucleus || GO:0005737 cytoplasm || GO:0005852 eukaryotic
Mecr0009451 translation initiztion factor 3 complex || GO0:0006412 translation ||
(Neurospora crassa) G0:0006413 translational initiation || GO:0006446 regulation of translational
initiation | | §0:0043022 ribosome binding
Ath0001575
(Arabidopsis thaliana)
GO:0005852 eukaryotic translation initiation factor 3 . || G0:0005634 nucleus || G0:0043022 ribosome binding || G0:0003743 translation initiation factor activity | |
0l G0:0006446 regulation of translational initiation | | G0:0006413 translational initiation

Figura 12: Exemplo de transferéncia de anotacdo funcional um-pra-um de Caenorhabidtis briggsae
para a proteina ‘semente’ Sch0002900 de Schistosoma mansoni (ambos destacados em cinza). As
sequéncias proteicas estao representadas pelo identificador interno no PhylomeDB. Os valores de

apoio dos agrupamentos e os termos Gene Ontology (GO) de cada proteina também estéo indicados.
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Figura 13: Arvore fllogenetlca reconstruida para a proteina Smp 159920. A proteina “semente” é uma caderina (molécula de adesao celular) que possui
varios paralogos em S. mansoni. E possivel observar que esta proteina esta posicionada em um clado com uma Unica caderina de H. sapiens, embora
existam nesta arvore sequéncias de organismos mais proximos taxonomicamente tanto de S. mansoni quanto de H. sapiens.
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4.5 — Duplicagdes génicas em S. mansoni

Utilizando o algoritmo que realiza a predicdo de paralogos (Huerta-Cepas et al.,
2007), através dos dados do filoma de S. mansoni, foi possivel detectar as duplicacdes
génicas que ocorreram no genoma deste parasito. 1.805 genes (13,59% do proteoma
predito) possuem, no minimo, 1 paralogo no genoma (Anexo IllI). A maioria das expansdes
(1.716) sédo pequenas, resultando em um total de 2 a 10 in-paralogs, paralogos que surgiram
apos o processo de especiacdo (Remm et al., 2001). As demais expansfes sdo mais
significativas resultando em grupos maiores, de 11 a 50 membros (61 genes) ou de 51 a 89
membros (28 genes).

O algoritmo que realiza a predicdo de relagdes de paralogia considera como
duplicacdo apenas as unidades taxon6micas que estdo conectadas a um né marcado como
evento de duplicacdo. A andlise tem inicio na proteina “semente” e término na raiz da arvore
filogenética. Por este motivo, as duplicacdes aqui mencionadas correspondem, em sua
grande maioria, apenas a eventos de duplicagdo que ocorreram apdés a divergéncia entre S.
mansoni e 0os demais taxons selecionados (Quadro 1). Um exemplo de como o algoritmo
atua pode ser obtido analisando a arvore filogenética da proteina “semente” Sch0013135
(Figura 14). O identificador Sch0009447 ndo € contabilizado como pardlogo em fungéo
deste estar localizado na porg¢é&o inferior a raiz da arvore.

Do total de 1.805 identificadores (14% do proteoma predito) para os quais existe pelo
menos um pardlogo no genoma de S. mansoni, 477 (3,6% do proteoma predito) sdo
anotados como genes cuja fungdo € desconhecida. Destes ultimos, 355 ndo possuem
termos Gene Ontology. Neste trabalho foi possivel predizer a funcdo de 212 destes genes
(Anexo IlI), inclusive de codificantes de enzimas com atividade kinase (Smp_027740) e
fucosiltransferase (Smp_138740). Nas Figuras 15 a 17 é possivel visualizar o agrupamento
dos termos GO mais frequentes na anotacao funcional das proteinas duplicadas para as
quais a funcéo foi predita neste trabalho.

Na categoria “processo bioldgico”, prevalecem processos como protedlise,
metabolismo, transporte de proteinas, adesao celular e reparo de DNA (Figura 15). Na
categoria “componente celular’, por sua vez, sdo mais frequentes os produtos génicos
localizados na membrana, ndcleo, integrais a membrana, citoplasma, complexo de Golgi,
mitocéndria, espaco extracelular e espaco intracelular (Figura 16). Por fim, na categoria
“funcdo molecular” destacam-se os produtos que se ligam ao DNA e ATP, atividade

catalitica, ligagcéo a ions zinco, ligagao e atividade hidrolase (Figura 17).
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Figura 14: Arvore filogenética da proteina “semente” Sch0013135 e seus homélogos em 12
organismos. As proteinas de S. mansoni estdo destacadas em verde. Neste exemplo, a proteina
Sch0009447_Smp_141610 (destaque em amarelo) ndo é contabilizada como paréloga das outras
proteinas de S. mansoni presentes nesta arvore em fungéo desta estar localizada na porcao inferior a

raiz da arvore.
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Dentre os genes duplicados em S. mansoni com funcdo descrita previamente

destacam-se aqueles amplamente estudados como alvos para drogas, vacina e diagndstico

contra a esquistossomose, como tetraspaninas, fucosiltransferases, leishmanolisinas e Scp-
like (Marques et al., 2001; Tran et al., 2006; McManus et al., 2008; DeMarco & Verjovski-
Almeida, 2009; Berriman et al., 2009; Fitzpatrick et al., 2009).

Classificagédo dos termos GO: Processo Biolégico

1%

p.

@ Other

H proteclysis

@ metabolism

® protein transport

@ cell adhesion

& DMNA repair

@ electron transport

® embr. develop. ending in birth or egg hatching
u transport

@ carbohydrate metabolic process

& nuclear mRNA splicing, via spliceosome

i protein import into nucleus, docking

“ DNA replication

® dTDP biosynthetic process

@ regulation of transcription, DNA-dependent

® base-excision repair

B cation transport

u cellular aromatic compound metabolic process
4 lipid metabolic process

B mismatch repair

u respiratory gaseous exchange

Figura 15: Agrupamento dos termos GO mais frequentes, da categoria “processos bioldgicos”,

transferidos para as proteinas duplicadas para as quais a funcéo foi predita. A ordem dos termos no

grafico obedece a disposigéo visualizada na legenda, tendo inicio em “Other” e seguindo no sentido

horario.
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Classificagao dos termos GO: Componente Celular

m Other

=membrane

mnucleus

mintegral to membrane

m cytoplasm
Golgi stack

m mitochondrion

m extracellular space
intracellular

Enuclear pore

mmitochondrial inner membrane
membrane fraction

B UA4/UB x US tri-snRNP complex

m chromatin
spliceocsome

u cytasol

mintegral to plasma membrane
extracellular region

mintegrin complex

® ribonucleoprotein complex

Figura 16: Agrupamento dos termos GO mais frequentes, da categoria “componente celular”,
transferidos para as proteinas duplicadas para as quais a funcéo foi predita. A ordem dos termos no
grafico obedece a disposi¢éo visualizada na legenda, tendo inicio em “Other” e seguindo no sentido
horério.

49



Resultados

Classificacdo dos termos GO: Funcao Molecular

1% 1%

1%
"-l [ 1%
1%\1%”“

2%

m Other
DNA binding, nucleotide or nucleic acid binding
BATP binding
m catalytic activity
mzinc ion binding
binding
W hydrolase activity
mnuclease activity
Eglycoprotein 6-alpha-L-fucosyltransferase activity
moxidoreductase activity
miransferase activity
Emetal ion binding
transferase activity, transferring glycosyl groups
helicase activity
calcium ion binding
mnucleoside-triphosphatase activity
metalloendopeptidase activity
ERNA binding
protein transporter activity

msubtilase activity

Figura 17: Agrupamento dos termos GO mais frequentes, da categoria “fungdo molecular”,

transferidos para as proteinas duplicadas para as quais a funcao foi predita. A ordem dos termos no

grafico obedece a disposigéo visualizada na legenda, tendo inicio em “Other” e seguindo no sentido

horario.
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5. DISCUSSAO

5.1. Filogenbmica e anotac¢éao funcional

Ao longo dos anos, o0 acumulo de dados gendmicos e protedbmicos tem sido muito
superiores as taxas com que genes ou proteinas recebem anotacdo funcional,
especialmente a partir de dados obtidos experimentalmente (Nahum & Pereira, 2008;
Gabaldén, 2008a; Jiang, 2008; Hawkins & Kihara, 2007; Engelhardt et al., 2005; Sjolander,
2004; Gabaldén & Huynen, 2004). Por este motivo, a predigdo funcional baseada em
métodos computacionais vem desempenhando um papel crucial no processo de analise de
genomas recém sequenciados e na interpretacdo de dados experimentais produzidos em
larga escala, como padrbes de expresséo obtidos por microarranjo ou dados de interacdo
entre proteinas (Wu et al., 2003; Hawkins & Kihara, 2007).

A analise do genoma de S. mansoni foi publicada recentemente. Os resultados
indicam que cerca de 42% do respectivo proteoma predito permanece sem anotagdo
funcional (Berriman et al., 2009). As demais proteinas codificadas pelo genoma deste
parasito tiveram a funcao predita através da transferéncia de anotacéo funcional dos top hits
obtidos nas buscas por similaridade em bancos de dados de sequéncias. Estes resultados
foram de grande importancia para a comunidade cientifica e permitiram avancos
significativos no estudo deste parasito. Nesta abordagem, o resultado das buscas € obtido
através de alinhamento local, podendo ser baseado na presenca de um Unico dominio
conservado, desconsiderando a presenca de dominios adicionais que estdo diretamente
relacionados com a funcdo executada pela proteina. Além disso, sabe-se que genes
apontados como mais similares em buscas baseadas, por exemplo, em ferramentas do
pacote BLAST — Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990), muitas vezes nao
sdo 0s mais proximos filogeneticamente (Koski & Golding, 2001). De fato, similaridade por si
s6 ndo é um critério suficiente para distinguir relacdes de homologia (evolugéo divergente)
de relagbes de homoplasia (evolugcdo convergente) (Descorps-Declere et al., 2008), motivo
pelo qual a prética de predicdo funcional baseada em similaridade tem gerado erros
sistematicos (Brenner, 1999; Galperin & Koonin, 1998; Koski & Golding, 2001; Brown &
Sjolander, 2006; Nahum & Pereira, 2008).

Vérios autores reportam que a aplicacdo de métodos filogenéticos para realizar a
predicdo funcional tem se mostrado uma alternativa eficaz para otimizar o processo de
predicdo funcional e evitar a propagacéo de erros associados a predicdo baseada apenas
em similaridade de sequéncias (Eisen, 1998; Frickey & Lupas, 2004; Brown & Sjolander,
2006; Nahum & Pereira, 2008; Huerta-Cepas et al.,, 2010b). Esta abordagem busca
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interpretar os padrdes de similaridade e divergéncia de sequéncias sob uma perspectiva
evolutiva (Eisen, 1998; Eisen & Wu, 2002; Levasseur et al., 2008).

Tomadas em conjunto, estas consideragcdes nos motivaram a buscar reconstruir as
relacdes evolutivas de todas as proteinas codificadas no genoma do S. mansoni, conforme
descrito anteriormente (Materiais e Métodos, item 3.2). O filoma de S. mansoni, reconstruido
pela andlise comparativa com 0s potenciais homélogos em 16 outros organismos (Quadro
1), inclui 8.818 arvores filogenéticas que abrangem 66% do proteoma predito do parasito em
questao.

Para validar o pipeline computacional utilizado na reconstrucdo das arvores
filogenéticas, selecionamos dois genes mitocondriais: CYTB e COXI. O genoma mitocondrial
(mtDNA) de metazoarios € considerado um dos melhores marcadores para a reconstrucao
das relacdes filogenéticas em diversos niveis taxondémicos, de populagdes a filos, sendo
amplamente utilizado para a resolucdo de controvérsias taxonémicas (Gissi et al., 2008),
motivo pelo qual dois genes codificados por esta organela foram escolhidos como grupo
controle. Os resultados obtidos nos permite inferir que o pipeline é bastante robusto,
permitindo a predicdo de potenciais ortdlogos de proteinas de S. mansoni em outros 16
metazodrios (Quadro 1). Naturalmente, o ideal seria selecionar outros marcadores (i.e.
genes nucleares) para verificar o desempenho do pipeline ao lidar com genes nucleares de
cbpia unica ou membros de familias multigénicas, o que podera ser avaliado em projetos
futuros.

A andlise do genoma de S. mansoni revelou alta incidéncia de splicing alternativo
nos respectivos transcritos (Berriman et al., 2009). A principio, esta ocorréncia gera
significativa biodiversidade. Porém, analises iniciais do filoma do parasito mostraram que
produtos de splicing alternativo sdo interpretados como duplicacdes pelo algoritmo que
realiza a predicdo de relacbes de ortologia e paralogia. Por este motivo, selecionamos o
maior transcrito codificado por cada gene e os demais produtos de splicing alternativo foram
eliminados.

Pares de proteinas que compartilham altos niveis de identidade (pelo menos 98%)
também foram eliminadas, uma vez que um grande nimero de arvores filogenéticas
(12,37% do total de arvores filogenéticas) possuiam apenas sequéncias altamente similares
de S. mansoni. Inicialmente, consideramos estar diante de expansdes de familias génicas
em S. mansoni, porém esta hipétese ndo foi confirmada. Estes pares de proteinas
correspondem a sequéncias de genes com, no minimo, 98% de identidade e que poderiam
ser fruto de eventos de duplicagdo muito recente, mas tais genes ndo foram localizados no
mapa genético de S. mansoni (Criscione et al., 2009), nem possuem dominio(s) protéico(s)

rastreaveis em bancos de dados como o Pfam (Fiin et al., 2010). Estes resultados podem
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ainda indicar problemas na montagem das sequéncias do genoma. Em conjunto, optamos
por realizar uma analise mais detalhada destas sequéncias no futuro.

No contexto da analise filogenética, a transferéncia de informagéo funcional & mais
confiavel quando baseada em rela¢gbes de ortologia um-pra-um (Quadros 3 e 9), significando
que h& apenas um ortdlogo de certo gene nas outras espécies, como foi descrito
anteriormente (Huerta-Cepas et al., 2010b). Quando um ou mais genes sado co-ortélogos a
um conjunto de genes em outro genoma, as relacdes de ortologia sdo consideradas um-pra-
muitos, muitos-pra-um ou muitos-pra-muitos (Remm et al., 2001). Nestes casos, duplicacdes
que ocorreram dentro dos genomas analisados podem estar associadas a mudancas
funcionais, o que afeta a confiabilidade da transferéncia funcional (Remm et al., 2001;
Huerta-Cepas et al., 2010b). Entretanto, embora menos confiaveis, as predi¢cdes baseadas
nas relagbes um-pra-muitos, muitos-pra-um ou muitos-pra-muitos podem fornecer sugestdes
importantes na predicdo da atual fungdo génica, como por exemplo, a funcdo de um grupo
de genes co-ortdlogos pode ter sido transferida para um Unico gene em uma relagdo muitos-
pra-um (Huerta-Cepas et al., 2010b).

O presente trabalho permitiu realizar a predi¢cdo funcional de 946 proteinas (7% do
proteoma predito) de S. mansoni, ainda sem caracterizagdo experimental. Destas, a
anotacdo da fungdo, com grau de confiabilidade significativo, foi obtida para 677 (5% do
proteoma predito e 12% do proteoma predito sem funcdo conhecida), para as quais a
transferéncia de informacéo funcional foi desempenhada utilizando relac6es de ortologia
um-pra-um.

A disponibilizacao destas informac8es visa contribuir para o estudo da Biologia deste
parasito, pois somente através do conhecimento do completo repertdrio protéico expresso
em um organismo seremos capazes de compreender a complexidade dos sistemas
biolégicos. As demais transferéncias baseadas nas relacGes de ortologia (um-pra-muitos,
muitos-pra-um e muitos-pra-muitos) permitiram sugerir a funcdo de outras 269 proteinas
(4,8% do proteoma predito sem fungcdo conhecida) e confirmar, complementar ou até
mesmo alterar a anotacdo funcional obtida previamente para 4.561 sequéncias proteicas
(34% do genoma predito), uma vez que a predigcdo funcional baseada em andlises
filogenéticas sdo mais acuradas que aquelas baseadas apenas em similaridade (Eisen,
1998; Frickey & Lupas, 2004; Brown & Sjolander, 2006; Nahum & Pereira, 2008; Huerta-
Cepas et al., 2010b). Vale ainda ressaltar que a utilizacdo de dados estruturais (Gerlt &
Babbitt, 2000; Sjolander, 2010) e a discriminacdo de genes e produtos génicos que
possuem caracterizacdo experimental aumentam consideravelmente a qualidade da
predi¢éo funcional (Nahum & Pereira, 2008). Estes dados, ndo foram integrados as analises

do presente trabalho.
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5.2. Processos evolutivos e Biologia do parasito

Os parasitas do género Schistosoma foram os primeiros platelmintos a serem
completamente sequenciados, logo as analises destes dados sdo capazes de fornecer
informagBes importantes no que diz respeito & evolugdo de parasitas lofotrocozoarios,
superfilo que engloba os animais lofoforados e os animais que apresentam larva trocofora
(moluscos, anelideos, sipunculideos entre outros) (Halanych et al., 1995).

Em virtude da auséncia de sequéncias similares nos bancos de dados para mais de
40% das proteinas preditas de S. mansoni e do alto indice de ocorréncia de erros
associados a predicdo baseada apenas em similaridade de sequéncias, utilizamos a anélise
filogenética como uma alternativa para analisar o proteoma predito deste parasito. Além de
promover uma melhora significativa de 17% na predi¢cao funcional de proteinas com funcéo
desconhecida, os dados resultantes deste estudo podem prover informag¢des importantes no
que diz respeito aos mecanismos envolvidos na evolu¢cdo dos genomas, genes e seus
produtos e suas consequéncias no estudo da Biologia de Sistemas de S. mansoni.

Os processos de evolucdo molecular incluem duplicacdo (de genes, cromossomos,
genomas), fusdo e fissdo génica, embaralhamento de dominios, ganho e perda génica,
dentre outros. Eventos de duplicagdo génica sdo os principais mecanismos de evolugéo
molecular, fornecendo grande parte da matéria-prima a partir da qual, por divergéncia, a
diversidade funcional evolui (Fitch, 1970; Gibson, 2009; Nahum & Pereira, 2008). Por este
motivo e em funcdo da possivel relacdo entre os eventos de duplicacao e a adaptacao dos
organismos a diferentes ambientes, estes processos despertam cada vez mais a atencao da
comunidade cientifica (Wapinski et al., 2007; Emes & Yang, 2008; Sun et al., 2010).

Neste trabalho, foi possivel identificar que aproximadamente 15% dos genes de S.
mansoni possuem, no minimo, um paralogo no genoma e se considerarmos as sequéncias
eliminadas em fung&o dos altos indices de identidade compartilhada entre elas este valor é
ainda maior. Entretanto, este numero é muito inferior & porcentagem de genes duplicados
nos genomas de outros eucariotos que varia entre 30 e 65% (Zhang, 2003), sendo que em
C. elegans este valor é igual a 49% (Rubin, 2000). Este fato é justificado em funcédo do
namero de duplicacBes aqui mencionadas corresponderem, em sua grande maioria, apenas
a eventos de duplicacdo que ocorreram apoés a divergéncia entre S. mansoni e 0s demais
taxons selecionados (Quadro 1). A identificacdo de todas as duplicacdes néo foi realizada
em fun¢do de uma limitagdo metodoldgica, uma vez que o programa utilizado inicia a analise
na proteina “semente” e termina a varredura na raiz da &rvore. Analisando a arvore
filogenética da proteina “semente” Sch0013135 (Figura 14) é possivel compreender como o

programa atua. O identificador Sch0009447 nado é contabilizado como paralogo em funcgéo
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deste estar localizado na porgao inferior a raiz da arvore. Como o programa interpreta a raiz
como sendo o ponto final da analise, ao identifica-la, o programa finaliza a busca e a outra
particdo da arvore ndo é examinada.

Como observado previamente por outros autores, identificamos dentre as
duplicacdes de S. mansoni genes paralogos que codificam leishmanolisinas (metaloprotease
relacionada a invasdo do parasito no corpo do hospedeiro definitivo), tetraspaninas
(proteinas de membrana) e fucosiltransferases (enzimas envolvidas na producdo de
estruturas imunomodulatérias durante a infeccéo) (Berriman et al., 2009; Marques et al.,
2001; Fitzpatrick et al., 2009). Estas proteinas desempenham funcdes criticas na interface
parasito-hospedeiro, motivo pelo qual sdo amplamente estudadas como alvos para drogas e
vacinas contra a esquistossomose (Tran et al., 2006; McManus et al., 2008; Fitzpatrick et al.,
2009).

Abordando outro mecanismo evolutivo, Yu e colaboradores (2008) analisaram a
relacdo parasito-hospedeiro entre H. sapiens e S. japonicum em um estudo que revelou
altos indices de similaridade entre algumas sequéncias destes organismos, que 0s autores
interpretaram como sendo reflexo da ocorréncia de transferéncia horizontal de genes entre o
hospedeiro vertebrado e o parasito. Outros autores também reportaram evidéncias de
transferéncia horizontal de sequéncias génicas de H. sapiens para parasitos do género
Schistosoma (Imase et al.,, 2004; Okada et al.,, 2006; DeMarco et al., 2007). Dentre as
arvores filogenéticas resultantes do presente trabalho, oito possuem apenas sequéncias de
S. mansoni e H. sapiens e em outros casos, embora existam sequéncias de outros
organismos na arvore, os identificadores do parasito e do hospedeiro definitivo estédo
presentes de forma isolada no mesmo clado, conforme apresentado anteriormente
(Resultados, item 4.4). A principio, estes dados poderiam corroborar a hip6tese de eventos
de transferéncia horizontal como uma explicacdo plausivel para a co-ocorréncia de clados
onde estdo presentes apenas sequéncias destes dois organismos, embora ndo exista
proximidade filogenética entre estas espécies. Entretanto, este ndo é o Unico mecanismo
capaz de explicar o fato observado, uma vez que mecanismos de coevolugdo parasito-
hospedeiro também podem resultar nos padrdes filogenéticos encontrados. Além disso,
observamos em nosso trabalho outras instancias nas quais proteinas de S. mansoni estao
representadas em arvores filogenéticas juntamente com um Unico organismo dentre os
selecionados para analise, como por exemplo, arvores com proteinas de S. mansoni e C.

elegans.
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6. CONCLUSOES

Através de estudos de filogenia molecular podemos compreender mais amplamente
os dados de sequéncias gendmicas e as informacfes referentes a estrutura e funcédo das
proteinas codificadas por estes genomas que vem se acumulando rapidamente (Whelan et
al., 2001). A analise filogenbmica aqui apresentada gerou um total de 53.189 transferéncias
de anotacdo funcional para 5.507 sequéncias de aminoacidos de S. mansoni. A predi¢ao
funcional de 946 proteinas desconhecidas até o momento, bem como a confirmacéo,
complementacdo ou até mesmo alteracdo da funcdo de outras 4.561 sequéncias,
aprimoraram a anotacdo do proteoma predito deste parasito, disponibilizando uma base de
dados mais robusta para a comunidade cientifica. Além de promover uma melhora
significativa na predicdo funcional do proteoma de S. mansoni, este estudo prové
informacdes importantes sobre a evolugcao do genoma desta espécie, como a identificacao
de duplicagBes génicas que podem estar relacionadas a especificidades morfolégicas ou
fisiologicas deste organismo.

7. LIMITACOES DO ESTUDO

Em sintese, os resultados deste trabalho corroboram a literatura que menciona o
ganho significativo na acuracia da predicdo funcional de genes e produtos génicos baseada
em métodos filogenéticos (Eisen, 1998; Sjolander, 2004; Brown & Sjolander, 2006; Fuellen,
2008; Nahum & Pereira, 2008) e o potencial das analises comparativas de genomas como
uma ferramenta para a exploragdo dos processos evolutivos envolvidos na evolugcédo dos
organismos vivos (Levasseur et al., 2008; Boussau & Daubin, 2010). Entretanto, para que a
comunidade cientifica possa se beneficiar dos resultados da predi¢do funcional fruto deste
estudo, € necessario conhecer e compreender as limitagdes envolvidas na aplicacdo da
abordagem filogendmica a anotagdo funcional no contexto aqui apresentado. Estas
pesquisas sao projetadas para fornecer a comunidade cientifica informagbes no que diz
respeito a fungao mais provavel a ser executada pelas proteinas, mas néo substitui de forma
alguma a confirmacgéo experimental, uma vez que os métodos filogenéticos, assim como 0s
demais, possuem limitacdes e estdo sujeitos a erros, especialmente se ndo forem aplicados
corretamente. Em especial, é preciso lembrar que ortologia € um conceito estritamente
evolutivo, certamente relacionado, mas ndo baseado na funcionalidade das sequéncias
envolvidas (Gabaldén, 2008b). Na maioria das vezes, a diversidade funcional esta

associada a divergéncia significante no nivel da sequéncia, mas altos niveis de identidade
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nem sempre garantem que duas ou mais proteinas executem a mesma funcdo, uma vez
que alteracBes sutis em sitios ativos sdo capazes de alterar completamente a funcgéo
desempenhada pela proteina (Gerlt & Babbitt, 2000). Portanto, as predi¢cdes funcionais
obtidas neste trabalho para as proteinas de S. mansoni devem ser utilizadas como ponto de
partida para projetos futuros, priorizando a escolha de determinados genes ou proteinas em

novos estudos experimentais.

8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para este estudo, sugerimos uma andlise detalhada das relagfes
evolutivas entre S. mansoni e 0s outros metazoarios. Seria certamente muito interessante
prosseguir as investigacdes acerca dos eventos de duplicacdo, perda e/ou ganho génico e
seu papel na evolugcédo do parasitismo. Buscando-se compreender melhor os mecanismos
envolvidos no processo evolutivo do genoma e proteoma de S. mansoni, estaremos
contribuindo para o estudo da Biologia de Sistemas deste parasito. As duplicacbes
evidenciadas neste estudo, principalmente aquelas que ocorreram apds a divergéncia entre
S. mansoni e os demais taxons, podem estar relacionadas a especificidades morfolégicas
ou fisiolégicas deste parasito, constituindo uma vasta fonte de informacdes para estudos
futuros com o objetivo de identificar novos alvos para o desenvolvimento de drogas, vacinas

e diagnésticos contra a esquistossomose.
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