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Resumo

A esquistossomose continua sendo um dos principais problemas de salde dos paises tropicais,
incluindo o Brasil. A doenca causada pelo organismo Schistosoma mansoni, dentre as
parasitoses existentes, é a segunda principal causa de morbidade no mundo depois da malaria.
No presente trabalho foi desenvolvida uma abordagem para descoberta de alvos de vacinas
contra esquistossomose, utilizando recursos in silico. O principal objetivo nesta abordagem
foi a predicdo de proteinas antigénicas a partir do genoma do organismo de interesse. Dentre
as diversas predicdes realizadas, estdo aquelas que determinam as proteinas que estdo
potencialmente expostas ao hospedeiro humano (proteinas secretadas e transmembranas) e de
posse destas, sdo identificadas aquelas que tém um melhor perfil imunogénico, através do
mapeamento de seus epitopos. Tais andlises resultaram em 90 proteinas com potencial
imunogénico, que incentivaram algumas validagcbes experimentais que ainda estdo em
desenvolvimento. Também motivaram a criacdo de um pipeline que envolve todas as
predicbes realizadas no projeto através de um  web-server (EpiFinder:
http://epifinder.cebio.org). Dessa forma espera-se contribuir para a descoberta de novos alvos
de vacinas de forma mais rapida e eficaz, ndo apenas para esquistossomose, mas também para

outras parasitoses.




Abstract

Schistosomiasis continues to be a significant public health problem in tropical countries
including Brazil. The disease caused by the parasite Schistosoma mansoni, is the second main
cause of morbity in the world among parasitc diseases, right after malaria. In the present
research work, we describe the development of an approach aiming discovering vaccine
candidates for schistosomiasis using computational resources. The main purpose for this
approach was the prediction of antigenic proteins from the genome of the target organism.
Among the various predictions made are those that determine wich the proteins which are
exposed to human host (secreted and transmembrane proteins). The selected proteins were
further submitted to epitope prediction. Such analysis resulted in 90 proteins with good
immunogenic potential, that encouraged some experimental validations still under
development. This a work encouraged the creation of a pipeline that involves all the
predictions made in the project, provided in the form of a web-server (EpiFinder:

http://epifinder.cebio.org). In conclusion, we expected to contribute to the discovery of new

targets for vaccine more quickly and effectively not only in schistosomiasis, but also other

parasites.
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1. INTRODUCAO

A esquistossomose é uma doenca parasitaria que atinge principalmente individuos em
areas rurais de paises subdesenvolvidos. Estima-se que existam 240 milhGes de casos da
doenca no mundo, com mais de 700 milhdes de pessoas sob o risco de infeccdo em areas
conhecidamente endémicas da Africa, Asia e América do Sul (Who, 2011). No Brasil a
doenca ¢ causada pela espécie Schistosoma mansoni e estima-se que no pais 8 (oito) milhGes
de pessoas estejam infectadas, com &reas endémicas principalmente nas regiGes Nordeste,
Sudeste e Centro-Oeste (Katz e Peixoto, 2000).

Apesar da existéncia de tratamentos eficazes a situacdo da doenca continua grave, pois
nas areas endémicas as pessoas se tornam rapidamente reinfectadas (Engels, Chitsulo et al.,
2002) e, nesse contexto, o desenvolvimento de vacinas pode fornecer uma inestimavel
contribuicdo para o controle dessa parasitose. Assim, desde 1993, a Organiza¢do Mundial de
Salde (OMS) induziu o estudo da genbmica como uma nova abordagem para o0
desenvolvimento de novas ferramentas de controle do parasito. O estudo da gendmica do
parasito gera expectativa para um melhor entendimento da biologia, da fisiologia deste
organismo e também na busca de candidatos para diagndstico, drogas e para producdo de
novas vacinas (Degrave, Melville et al., 2001).

A possibilidade de desenvolvimento de uma vacina contra a esquistossomose € real e
ja foi demonstrada em camundongos no modelo de cercarias irradiadas (Aitken, Coulson et
al., 1987) e, também, por uso de vacinas atenuadas em babuinos, indicando a possibilidade de
protecdo de primatas ndo humanos contra a doenga (Kariuki, Farah et al., 2004). Além disso,
diversos estudos demonstraram que vacinas de DNA baseadas em proteinas de S. mansoni
tém a capacidade de reduzir a carga parasitaria em modelos animais. Uma vacina de DNA
baseada na proteina Sm-p80, por exemplo, exibiu uma reducdo de 59% da carga de vermes
adultos em camundongos (Ahmad, Torben et al., 2009). Tal vacina tambem foi capaz de

diminuir a producéo de ovos do parasito em 84% nos animais imunizados.

Porém, até recentemente, o desenvolvimento e a pesquisa de novas vacinas esteve
associado a métodos convencionais e, portanto, gerados por meio de abordagens bioguimica,

imunoldgica e microbioldgica. Com o advento de novas técnicas de biologia molecular e do




sequenciamento de genomas completos, novas perspectivas tém revolucionado a vacinologia

classica.

Em Abril de 2012, um total de 3173 genomas completos constava como sequenciados
(Gold, 2011) e o impacto da disponibilidade dessa informacdo relacionado ao
desenvolvimento de vacinas ja pode ser avaliado. Como exemplo real do emprego dessa nova
abordagem de estudo, que utiliza metodologias computacionais de predicdo em associagéo
com dados de proteoma e transcriptoma para o desenvolvimento de vacinas, temos a
identificacdo de candidatos a vacina contra 0 meningococo sorotipo B. Na abordagem de
vacinologia reversa descrita por Pizza e colaboradores (Pizza, Scarlato et al., 2000), em
apenas 18 meses foram identificados mais candidatos a vacina do que em 40 anos pelo

método convencional.

Tomando-se como organismo modelo o genoma de S. mansoni, 0 presente projeto
descreve abordagens computacionais direcionadas para identificacdo de proteinas que seriam
novos alvos de estudo para desenvolvimento de uma vacina contra esquistossomose. Os
pontos principais sdo as predi¢cbes computacionais em escala gendmica e a integracdo destes
resultados, que sdo passiveis de comprovacdo em laboratério, que aqui iniciados de forma
independente.




2. FUNDAMENTACAO TEORICA

O controle da esquistossomose deve ser considerado sob dois aspectos, tratamento e
transmissdo. Para controle de transmissdo as medidas disponiveis ainda ndo sdo suficientes,
por demandar investimentos em longo prazo por parte dos paises endémicos. Por isso 0
controle da doenca depende quase totalmente do tratamento através de uma Unica droga
disponivel para o tratamento em massa — o praziquantel (Chitsulo, Engels et al., 2000). O
medicamento € utilizado desde a década de 80, apresentando resultados eficientes, com baixa

toxicidade e boa tolerancia, administrado em dose Unica e por via oral.

No entanto, apesar dos progressos notaveis obtidos com o tratamento quimioterapico,
a doenca tem se propagado em novas areas, pois 0 tratamento em massa ndo evita a
reinfeccdo. Além disso, apesar de ndo existirem evidéncias claras, foram observados indicios
de resisténcia a droga (Doenhoff e Pica-Mattoccia, 2006). Dessa forma a vacinagdo se
apresenta como componente essencial em complemento a quimioterapia no controle da

esquistossomose.

Nos Gltimos anos diversos trabalho tém possibilitado uma melhor compreensdo da
resposta imune a infeccdo por S. mansoni (Correa-Oliveira, Caldas et al., 2000). E os
resultados do esforco da OMS (WHO/TDR) na criagdo de programas que proporcionassem o
rapido desenvolvimento de vacinas e outras ferramentas para o controle de doencas
parasitarias, sugerem gue uma vacina para esquistossomose é possivel (Mcmanus e Loukas,
2008). Tal iniciativa permitiu a descoberta de mais de 10 antigenos com forte potencial como

candidatos a vacina (Tabela 1).




Tabela 1

Proteinas recombinantes de S. mansoni correlacionadas a estudos de resisténcia em
humano e/ou exibem protecdo em modelo animal. Fonte adaptada: (Mcmanus e Loukas,

2008)

by

) Localizacéo Protecéo da
Proteina ou . . .
(verme Identidade Vacina* Referéncia
cDNA .
adulto) (animal)
SmTSP-2 . ++ Ovos (Smyth, Mcmanus et
. Tegumento Tetraspanina
(tetraspanina D) ++ Vermes al., 2003)
) ++ Ovos (Tran, Pearson et al.,
SMTSP-1 Tegumento Tetraspanina
+ Vermes 2006)
Desconhecida (Cardoso, Pacifico et
Sm29 Tegumento ++ Vermes
(Transmemb.) al., 2006)
) (Wright, Melder et
Sm23 Tegumento Tetraspanina + Vermes
al., 1991)
Membrana int. 5 (Braschi e Wilson,
Sm-p80 Calpaina + Vermes
do tegumento 2006)
Corpo inteiro, (Tendler, Vilar et al.,
Sml4 . FABP ++ Vermes
citosol 1995)
(Auriault,
Sm28-GST Corpo inteiro GST + Vermes Wolowczuk et al.,
1991)
(Tegumento do (Al-Sherbiny, Osman
Sm28-TPI i R TPI + Vermes
esquistossdmul) etal., 2003)
Sm27- o (Al-Sherbiny, Osman
. Musculatura Paramiosina + Vermes
paramyosin et al., 2003)
Tegumento e )
e (Mei e Loverde,
CT-SOD epitélio Cu-ZN SOD ++ Vermes 1007)
intestinal

*Protecdo da vacina: + Reducdo de 30-50%, e, ++ Reducdo de >50% (ovos e vermes no figado).

Como pode ser visto na Tabela 1, a protecdo medida pela diminui¢cdo do nimero de
vermes, varia entre os diferentes antigenos mas atingem em média de 40%. Podemos
considerar entdo que todos estes apresentam resultados razoaveis. Mas acredita-se que sera

necessario combinar varios antigenos para compor uma vacina que seja eficaz contra a doenca




(Mcmanus e Loukas, 2008). Por isso, a descoberta de novos possiveis alvos é fundamental
para esta tarefa.

Assim, a disponibilidade de sequéncias do parasito S. mansoni, que recentemente teve
seu genoma sequenciado pelo The Institute for Genomic Research - TIGR em associa¢do com
0 Welcome Trust Sanger Institute — WTSI (Berriman, Haas et al., 2009), podera fornecer uma
fonte rica de dados, gerando informagdes que poderdo ser usadas para descobertas de diversos

produtos inclusive candidatos a vacina.

O impacto do recente desenvolvimento da genémica associado as tecnologias de
andlise in silico de sequéncias, procedimento conhecido como mineracdo gendmica, tem se
mostrado efetivo em diversas areas e na vacinologia nao é excecdo. As novas tecnologias de
sequenciamento de genomas completos, e 0 aumento do nimero de ferramentas e métodos de
analise  disponiveis para mineracdo de informacdo bioldgica, tém diminuido

consideravelmente o tempo de pesquisa e descoberta de novos alvos para vacinas (Figura 1).

- ADVENTO DA GENOMICA 1990's

SN Desenvolvimento | 2010

| I |
1 1 1
0 5 10 15
ANOS

Figura 1 - Descoberta e desenvolvimento de vacinas.

O impacto da gendmica na descoberta e desenvolvimento de vacinas. No passado as
abordagens convencionais demandavam anos ou décadas para a identificacdo de
antigenos protetores. Com o advento da era gendbmica na década de 1990, o tempo de
identificagdo de novos alvos caiu drasticamente, no entanto a etapa de Desenvolvimento
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tornou-se mais complexa pela disponibilidade de novas ferramentas, bem como a
necessidade de vacinas mais seguras e baratas. Fonte adaptada: (Bambini e Rappuoli,
2009)

O termo “vacinologia reversa” vem descrever tais abordagens pds-gendmicas para o
desenvolvimento de vacinas. A vacinologia reversa usa 0 genoma do patégeno de interesse
em vez de material bioldgico, como fonte de partida para a identificacdo de antigenos, cuja
atividade deve ser confirmada posteriormente pela biologia experimental (Rappuoli, 2001).
Em geral, o objetivo é a identificacdo de genes que possam estar expostos ao sistema imune
do hospedeiro e que codificam fatores de patogenicidade. Sdo necessarios algoritmos
especificos para a identificacdo de tais caracteristicas, e, seguida é avaliada a possibilidade de

resposta imune dos peptideos das proteinas selecionadas.

Esta abordagem tem sido usada como estratégia de desenvolvimento de vacinas para
diversos organismos, principalmente virus e protozoarios (Tabela 2), mas recentemente
alguns grupos também tém aplicado as metodologias de vacinologia reversa também para
eucariotos (Kanoi e Egwang, 2007). Com a disponibilidade de algoritmos e modelos de
buscas especificos para estes organismos, a mineracdo das caracteristicas biolégicas mais
interessantes, tem permitido a descoberta de alvos para vacina, em larga escala, em um tempo

nunca imaginado para as técnicas convencionais.




Tabela 2

Exemplos de algumas bactérias patogénicas em que foram utilizadas abordagens pos-
gendmica (vacinologia reversa) para o desenvolvimento de vacinas. Fonte adaptada:
(Bambini e Rappuoli, 2009)

Estagio de
Patogeno Doenca Desenvolvimento Referéncia
da Vacina
Neisseria meningitidis Meningite bacteriana e Fase Il/Tratamento (Pizza, Scarlato et al.,
serogroup B septicemia. clinico 2000)
Pneumonia bacteriana,
Streptococcus sepse, sinusite, otite o (Wizemann, Heinrichs et
) o Descoberta/Pré-clinica
pneumoniae média al., 2001)
e meningite bacteriana
Bacillus anthracis Antrax Descoberta/Pré-clinica (Ariel, Zvi et al., 2002)
Porphyromonas . . o (Ross, Czajkowski et al.,
T Periodontites Descoberta/Pré-clinica
gingivalis 2001)
Mycobacterium .
_ Tuberculose Descoberta/Pré-clinica (Betts, 2002)
tuberculosis
] ) Ulcera,, fgastrlte o (Chakravarti, Fiske et al.,
Helicobacter pylori atrofica, Descoberta/Pré-clinica
adenocarcinoma, 2000)
linfoma
Pneumonia, L .
_ _ o . (Montigiani, Falugi et al.,
Chlamydia pneumoniae meningite, outras Descoberta/Pré-clinica 2002)
infeccoes.

Assim, o presente projeto descreve uma metodologia computacional combinada, com
base nas predi¢bes das caracteristicas mais interessantes para determinacdo de novos
candidatos a vacina contra a esquistossomose em escala genbmica. Mas é necessario
primeiramente tecer algumas consideracdes a respeito da biologia do parasito, aspectos da
terapéutica e imunologia da doenca, e também de seu genoma, para que finalmente as
predices sejam descritas. A abordagem descrita aqui ndo utilizar4 somente 0 genoma

disponivel do organismo S. mansoni, mas também os demais estudos de mapeamento de




informagdes bioldgicas para este parasito sejam eles: Transcriptoma e Proteoma. Espera-se a
descoberta em curto tempo, de novos candidatos que possam integrar a lista de alvos

existentes, a fim de compor uma vacina mais eficaz e segura para a doenca.

2.1.Schistosoma mansoni

O S. mansoni € um parasito trematddeo, que vive na corrente sanguinea, cujo ciclo de
vida mostra uma alternancia de geracdes entre o0 hospedeiro intermediario e os hospedeiros
definitivos. Dentre os hospedeiros definitivos, estdo alguns vertebrados, inclusive o homem e
0 hospedeiro intermediario para S. mansoni é o caramujo do género Biomphalaria (Davis,
1984). No caramujo, milhares de cercérias sdo produzidas por um Unico esporocisto durante a
reproducdo assexuada, as quais séo liberadas de forma intermitente. A saida das cercérias do
hospedeiro intermediério é induzida pela luz, pois ocorre preferencialmente, nas horas mais
claras do dia. Quando madura, a cercaria sai do caramujo para a &gua apta a infectar
hospedeiros vertebrados. Uma vez que ndo se alimentam, as cercérias precisam encontrar um
hospedeiro vertebrado dentro de um periodo de 6 a 8 horas (Davis, 1984), e quando o
encontram, penetram pela sua pele ou mucosa, liberando a cauda, onde se inicia, entdo, o

processo de transformacao em esquistossomulos.

Na pele, ap6s permanecerem por aproximadamente 72h, os esquistossdbmulos iniciam
0 processo de migracao através do corpo do seu novo hospedeiro, caso ndo sejam destruidos
pelos mecanismos de defesa do mesmo. Por meio da circulacéo, os esquistossémulos chegam
ao coragao e em seguida aos pulmdes em torno de 5 dias, tornando-se mais longos e delgados,
0 que facilita a sua migracdo através da rede vascular pulmonar. Do pulmé&o, os
esquistossdmulos voltam ao coracgéo e sao enviados pela circulacdo geral a todas as partes do
corpo do hospedeiro. Somente quando alcangam o sistema porta intra-hepatico, sdo capazes

de completar seu desenvolvimento (Rollinson e Simpson, 1988).

Quatro semanas apoés a infecgdo, a maioria dos vermes encontra-se na forma adulta e
prontos para se acasalar. Acasalados, deslocam-se ativamente contra a corrente circulatéria do
sistema porta e migram para as veias mesentéricas pelvicas. Os vermes adultos tém,
aproximadamente, um centimetro em comprimento, sao delgados, longos e caracterizados por

terem duas ventosas, e se alimentam de plasma e células do sangue venoso do hospedeiro




definitivo (Rollinson e Simpson, 1988). A fémea é mais fina, cilindrica e longa que o macho,
existindo também diferencas fisiologicas e antigénicas entre macho e fémea (Aronstein e
Strand, 1984). A fémea depende do contato do macho para completar sua maturacdo (Loverde
e Chen, 1991). O par permanece em constante acasalamento e a fémea se localiza no canal
ginecoforo do macho. Cerca de 340 ovos de S. mansoni séo liberados por casal de vermes por
dia em camundongos infectados, sendo este nUmero maior em primatas (Cheever, Macedonia
etal., 1994).

A producéo de ovos comeca 30 a 40 dias apos a infec¢do. No momento da oviposicao,
0 desenvolvimento embrionario é ainda incompleto, requerendo mais seis ou sete dias para
completar-se. A expectativa de vida dos ovos maduros é de, aproximadamente, 20 dias. Os
ovos sdo eliminados no ambiente por meio das fezes de individuos infectados (Rollinson e
Simpson, 1988). Os ovos eliminados nas fezes do hospedeiro eclodirdo, se encontrarem
condicdes adequadas como 4agua fresca, temperatura morna, baixa hipotonicidade e
iluminacdo adequada, liberando assim o miracidio de dentro da casca do ovo (Rollinson e
Simpson, 1988). Uma vez que o ovo € rompido em &gua fresca, o miracidio emerge e comeca
a nadar ativamente. Os miracidios morrem caso a expulsdo ndo se complete dentro de trés
semanas ap0s a oviposi¢do. O miracidio penetra no hospedeiro intermediario especifico por

movimentos rotatorios e acdo litica (Rollinson e Simpson, 1988).

Por volta do oitavo dia o miracidio apresenta-se como um tubo enovelado, imovel,
repleto de células germinativas em multiplicacdo, processo pelo qual se transforma em
esporocisto. Por volta da segunda semana de existéncia 0s esporocistos rompem-se pra liberar
esporocistos filhos, em nimero de 20 a 40. A transformacdo dos esporocistos em cercarias
ocorre apenas quando atingem sua localizacdo permanente nas glandulas digestivas do
caramujo. A cercaria deixa o hospedeiro e, caindo em agua fresca, fecha o ciclo de vida do
parasito (Rollinson e Simpson, 1988) (Figura 2)




Cercarias sao langadas
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Figura 2 - Ciclo Bioldgico do S. mansoni

(1) Os ovos sao eliminados junto com as fezes. (2) Sob condicGes 6timas, os ovos eclodem

e liberam os miracidos (3) que nadam e penetram no caramujo, hospedeiro
intermediario especifico. No caramujo, incluem duas geragdes de esporocistos e a
producdo de cercarias (4). Ao abandonar o caramujo, as cercarias infectantes nadam,
penetram na pele do hospedeiro humano (5), e perdem sua cauda bifurcada e tornam-se
esquistossdmulos (6). Os esquistossbmulos migram através de diversos tecidos e
desenvolvem-se até atingirem a veia porta onde se acasalam. Vermes adultos, nos
humanos, residem nas vénulas mesentéericas em varias localizagdes (7), onde as fémeas
depositam ovos nas pequenas vénulas dos sistemas porta e perivesical. Os ovos sdo
movidos progressivamente para o limen do intestino e sdo eliminados com as fezes (1)
(Pearson, 2009).
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2.2. Aspectos da terapéutica e da imunologia da esquistossomose

Hoje em dia, o controle da esquistossomose é feito por meio da utilizacdo de drogas e
tem sido considerada uma medida de controle eficaz, embora existam altos indices de
reinfeccdo em areas endémicas. A importancia das drogas ndo se limita ao tratamento da
infecgdo e controle da morbidade; sdo também utilizadas para controle da transmissdo da
doenga. A OMS recomenda a utilizacdo do Praziquantel e Oxamniquina para controle da
esquistossomose, sendo 0 PZQ a droga de escolha (Who, 2011). Tal recomendacdo ao PZQ se
deve a sua eficacia contra todas as espécies de Schistosoma que infectam o homem, sua alta

taxa de cura, baixa toxidade e baixo custo.

O tratamento com PZQ ¢ feito em dose Unica por via oral, com dosagem recomendada
entre 40 e 60 mg/Kg. O percentual de cura da doenca causada por S. mansoni é de 60% a
90%, causando redu¢do do nimero de ovos de 90% a 95%, dependendo do nivel de infec¢cdo
(De Silva, Guyatt et al., 1997). A eficacia do PZQ depende da idade e sexo do parasito, sendo
os vermes fémeas menos sensiveis ao PZQ (Pica-Mattoccia e Cioli, 2004). O tratamento com
PZQ pode causar efeitos colaterais transitérios como vémito, colicas e diarréia. A frequéncia
e a gravidade dos efeitos colaterais produzidos pelo PZQ estdo diretamente relacionadas com

a intensidade da infeccdo (Stelma, Talla et al., 1995).

Evidéncias acerca da resisténcia do parasito ao PZQ tém levantado questbes sobre o
uso da droga para o tratamento da esquistossomose, 0 que poderia torna-la inatil ao longo do
tempo. Investigacdes recentes demonstraram casos de parasitas resistentes ao PZQ no Senegal
e Egito, bem como de resisténcia induzida em condic¢des de laboratorio (Doenhoff, Cioli et
al., 2008).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos permitiram um melhor entendimento da resposta
imune durante a esquistossomose (Pearce e Macdonald, 2002). Levando diversos grupos a
investigarem possibilidades de desenvolvimento de vacinas contra a doenca. Na
esquistossomose 0 sistema imune do hospedeiro € exposto a uma serie de antigenos derivados
do parasito e do ovo que induzem intensa resposta celular e humoral. Na tentativa de se
identificar os mecanismos patogénicos e protetores desencadeados pela infeccdo pelo S.
mansoni, varios estudos foram desenvolvidos em modelos experimentais. Entre 0s varios

modelos experimentais, 0 camundongo é o mais utilizado.

11



A relevancia do papel dos linfécitos T na imunidade contra a infecgéo pelo S. mansoni
foi descrita inicialmente em estudos utilizando camundongos timectomizados (Pearce e
Macdonald, 2002). Esses autores mostraram que a resisténcia a reinfeccdo nestes animais foi
significativamente reduzida, embora nenhuma diferenca na recuperacdo de vermes da
infecgdo primaria tenha sido observada. A deficiéncia de células T afetou a eliminagdo dos
vermes provenientes da infeccdo desafio, mas ndo a da infeccdo primaria. Esses mesmos
autores observaram gue a diminuicdo do numero de parasitas ap6s a infeccdo desafio também
ocorreu gquando animais adultos timectomizados eram tratados com soro anti-timdcitos,
imediatamente apos a infeccéo inicial. A dependéncia de células na resisténcia a infecgdo foi
observada ainda através de estudos de transferéncia passiva de células de camundongos
portadores de infeccdo cronica para animais A transferéncia passiva de células em
combinacdo com soro imune de animais portadores de infec¢do crbnica para animais normais

desafiados, também levou a uma reducéo significativa dos parasitas da infeccéo.

Vale a pena salientar que a investigacdo de mecanismos imunes dependentes de
células T envolvidos na resisténcia ou patologia da doenca, tornou-se ainda mais evidente
(Pearce e Macdonald, 2002), ap6s a descricdo das subpopulagcfes de células T auxiliadoras,
dos tipos THO, TH1 e TH2. Enquanto células TH1 secretam principalmente IFN-y, IL-2 e
linfotoxina (LT) e estdo associadas a reacdes de hipersensibilidade tardia (DTH), células TH2
secretam principalmente IL-4, IL-5 e IL-10, sendo mais efetivas como promotores na
estimulacgdo de linfdcitos B para secrecdo de anticorpos (Pearce e Macdonald, 2002).

E importante mencionar que os mecanismos envolvidos na indugio das respostas TH1
e TH2 na esquistossomose ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Alguns estudos na
esquistossomose experimental revelam a existéncia de interacbes complexas entre tipos
celulares e demonstram a importancia de moléculas acessérias alem das citocinas no

direcionamento dessas respostas (Pearce e Macdonald, 2002).

Ainda que muito tenha se aprendido sobre o0 a resposta imune contra esquistossomose,
métodos tradicionais de identificacdo de novos candidatos a vacina, ndo geraram os resultados
esperados (como mencionados no inicio desta se¢do) e novas abordagens serdo necessarias

para o desenvolvimento de vacinas contra o S. mansoni.
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Tendo em vista os novos dados gerados por pesquisas sobre 0 genoma deste parasito e
investigacOes realizadas & luz de abordagens computacionais, novas medidas de controle

poderdo ser encontradas.

2.3. 0 genoma de Schistosoma mansoni

Os primeiros registros de sequenciamento de S. mansoni iniciaram-se em 1992 por
meio de um projeto colaborativo entre instituicbes brasileiras, para sequenciamento de
transcritos, financiado por agéncias nacionais (Franco, Valadao et al., 2000). Apds isso, em
1994 a OMS iniciou o projeto genoma de S. mansoni, com a premissa de que a descoberta de
genes, desenvolvimento de mapas cromossdmicos, sequenciamento gendmico completo e
analise gendmica seriam as abordagens mais promissoras para a identificacdo de novos alvos
para drogas, vacinas e ferramentas diagnosticas. Assim a Rede Genoma de S. mansoni
recebeu financiamento para descoberta de tais alvos, e durante este periodo, a comunidade

cientifica mundial produziu aproximadamente 16.000 ESTs (Oliveira e Johnston, 2001).

Posteriormente, dois grandes projetos brasileiros de sequenciamento do transcriptoma
de S. mansoni foram realizados. O primeiro, que foi financiado pela FAPESP/MCT/CNPq,
utilizou uma biblioteca normalizada de verme adulto e minibibliotecas de ORESTES de seis
estagios do ciclo de vida do parasito (Verjovski-Almeida, Demarco et al., 2003). O projeto
gerou 124.681 ORESTES e ESTs de S. mansoni. As sequéncias foram agrupadas resultando
em 30.988 SmAE (Schistosoma mansoni assembled ESTs). O segundo projeto, financiado
pela FAPEMIG/MCT/CNPq, consistiu de uma rede genémica formada por instituigdes do
Estado de Minas Gerais que caracterizou o transcriptoma de diferentes estagios de
desenvolvimento do parasito a partir da geracdo de, aproximadamente, 42.500 ESTSs

convencionais (Oliveira, 2007).

A iniciativa internacional para o sequenciamento do genoma completo do organismo
foi conduzida pelo instituto The Institute for Genomic Research - TIGR em associagdo com o
Welcome Trust Sanger Institute — WTSI, por meio de financiamento do National Institutes of
Health - NIH e da Welcome Trust, respectivamente (Loverde, Hirai et al., 2004). As altimas
versdes do sequenciamento gendmico e todas as analises efetuadas estdo disponiveis nos

bancos de dados online GeneDB (www.genedb.org) e SchistoDB (www.schistodb.net).
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O parasito S. mansoni tem um genoma haploide de aproximadamente 363 mbp
contidos em 7 pares de cromossomos autossomicos e um par de cromossomos sexuais Z e W.
Em 2009 um estudo produziu um mapa genético do parasito (Criscione, Valentim et al.,
2009), o qual foi utilizado na montagem do genoma, em uma abordagem pioneira em

platelmintos.

A sequéncia do genoma nuclear de S. mansoni foi obtida por meio da metodologia
WGS (Whole Genome Shotgun). Essa técnica consiste na quebra de DNA gendmico em
pequenos fragmentos que foram selecionados por tamanho em gel de agarose. Os fragmentos
foram agrupados em 5745 scaffolds com tamanho superior a 2kbp, totalizando 363mbp. Além
disso, foram identificados 11812 genes que codificam 13162 transcritos. Apesar de 45% do
genoma ser composto de elementos repetitivos, 50% das bases estdo presentes em contigs de
tamanho maior que 16,3 kbp e em scaffolds maiores que 824,5kbp. Ainda, a localizagédo
cromossomal de 43% da montagem gendmica utilizando-se hibridizacdo in situ foi

identificada (Berriman, Haas et al., 2009).

E mais recentemente alguns trabalhos produziram experimentos 0s quais apresentaram
uma melhoria sistematica na montagem do genoma original. Um deles, o qual nosso grupo
também possui co-autoria (Protasio, Tsai et al., 2012), usando sequenciamento Sanger € a
abordagem de nova geracdo Illumina em vermes clonados, foi capaz de atualizar o
fragmentado genoma que antes possuia 5745 scaffolds para uma nova versdo com apenas 885
scaffolds, e com mais de 80% das bases organizadas nos cromossomos. O trabalho também
utilizou dados de transcriptoma (RNA-seq) para refinar a predicdo de genes, que foi reduzida
de 11812 para 10852 genes, estes dados também estdo disponiveis do GeneDB e no
SchistoDB.

De posse de dados gerados por diferentes técnicas de biologia molecular, abordagens
computacionais podem ser utilizadas com o intuito de se integrarem diferentes tipos de dados

e, assim, possibilitar anlises mais aprofundadas.
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2.4. Predicao da localizagéo celular de proteinas

Em 1999, o Prémio Nobel em Fisiologia/Medicina foi dado bi6logo alemdo Gunter
Blobel, por descobrir que as proteinas tém sinais intrinsecos que direcionam seu transporte e
sua localizacdo nas células. Como a localizacdo subcelular de uma proteina tem um papel
importante na caracterizacdo de sua funcdo, permitindo conhecimento tanto do seu papel
bioldgico como o uso dessa informacdo na busca de novos alvos para drogas e vacinas,
estudos se sublocalizacdo celular tem se mostrado um dos maiores desafios em bioinformatica

(Emanuelsson, Brunak et al., 2007).

Nos ultimos anos, dezenas de métodos foram desenvolvidos para a determinacédo da
localizacdo celular de proteinas a patir de informagdes de sequéncia de DNA geradas em larga
escala. Tanto métodos experimentais como métodos computacionais tém procurado novas
abordagens na execucdo desta tarefa. Dentre o0s experimentais se destacam o0s de:
imunolocalizacdo (Burns, Grimwade et al., 1994), busca com fluorescéncia (Hanson e Kohler,
2001) e is6topos (Dunkley, Dupree et al., 2004). Estes métodos embora tenham reconhecida
precisdo, sao lentos e caros. Assim, os métodos computacionais tém ganhado bastante atencédo
da comunidade cientifica principalmente na rapida triagem de um grande conjunto de dados,
como também nos casos em que proteinas sdo dificeis de isolar tém sua localizacdo

determinada pela sequéncia gendmica.

Em termos gerais, 0s métodos computacionais para esse tipo de predicdo podem ser
divididos em duas categorias: aqueles que utilizam somente a sequéncia de aminoacidos como
dado de entrada para a predicdo e, outros que, além da sequéncia, requerem também outras
informagdes como, por exemplo: dados de expressdo (Drawid e Gerstein, 2000), perfis
filogenéticos (Marcotte, Xenarios et al., 2000), contexto Iéxico no banco de dados (Nair e
Rost, 2002) ou termos definidos no Gene Ontology (GO-numbers) (Chou e Shen, 2006).

Como grande parte das proteinas preditas para S. mansoni, aproximadamente 40%,
ndo tem funcdo predita por similaridade de sequéncias e sdo, portanto, classificadas como
hipotéticas, optamos pelas estratégias de analise ab initio, através das quais apenas as

sequéncias de aminoéacidos das sequéncias protéicas foram utilizadas.

Assim, no presente projeto, obtivemos o conjunto das proteinas do proteoma predito
de S. mansoni, potencialmente expostas ao hospedeiro humano, utilizando a integracdo das
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seguintes predicGes: predicdo das proteinas secretadas classicas e ndo-cléssicas, e, predicdo

das proteinas transmembranas

2.4.1. Predicao de proteinas secretadas

A predicao de proteinas secretadas € basicamente determinada pela presenca do mais
conhecido sinal celular — o peptideo sinal (PS). O PS é encontrado em todos os trés dominios
da vida. Ele marca a proteina para secrecdo através da membrana plasmatica em procariotos e
através do reticulo endoplasmatico (RE) em eucariotos (Von Heijne, 1990). O PS possui uma
regido N-terminal, tipicamente uma sequéncia de 15-aminoacidos, que €é clivada durante a
secrecdo da proteinas através da membrana. Nao existe um consenso para o PS, mas eles
tipicamente apresentam trés zonas composicionais distintas: uma regido N-Terminal que
contém frequentemente residuos carregados positivamente, uma regido hidrofébica e pelo

menos 6 residuos de uma regido C-Terminal com residuos polares ndo carregados.

Assim, grande parte das proteinas exportadas da célula possuem este sinal.
Particularmente em eucariotos, as proteinas que contém o PS, sdo levadas a membrana do RE

para serem secretadas por vesiculas de secrecdo através do complexo de Golgi (CG).

Porém, nem toda proteina secretada possui o PS. Alternativamente existe um grupo de
proteinas tanto em procariotos como em eucariotos que ndao seguem a via de secrecdo
chamada de via classica. Sdo as chamadas proteinas secretadas ndo-classicas. Em eucariotos
existe um bem conhecido conjunto de proteinas que sdo exportadas fora da via RE-CG, por
exemplo, fatores de crescimento de fibloblastos, interleucinas e galactinas (Bendtsen, Jensen
et al., 2004). E apesar deste fendbmeno ter sido descoberto ha mais de uma decada, o
mecanismo molecular de secre¢do continua desconhecido. No entanto, pode ser possivel que
neste mecanismo as proteinas abandonem as células apds uma ruptura ou utilizem uma via de

secre¢éo ainda néo definida.

Existem diversos métodos e abordagens para a predicdo de proteinas secretadas. No
presente projeto, apds uma extensa revisdo da literatura em busca dos mais conhecidos e
citados métodos foram escolhidos trés: SignalP 3.0 (Bendtsen, Nielsen et al., 2004) e SherLoc

(Shatkay, Hoglund et al., 2007), para a predicdo de proteinas secretadas classicas e o
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SecretomeP (Bendtsen, Jensen et al., 2004), para a predicdo de proteinas secretadas néo-

classicas.

O SignalP 3.0 é atualmente o mais popular algoritmo de predicdo de proteinas
secretadas. Ele utiliza duas abordagens distintas em sua predicdo. Uma baseada em um
método computacional de aprendizagem de maquina chamado Redes Neurais (Neural
Networks-NN) e outra baseada um modelo estatistico chamado de Modelo Oculto de Markov
(Hidden Markov Model-HMM). (Bendtsen, Nielsen et al., 2004).

As NNs possuem este nome, pois sdo inspiradas no processamento que ocorre nos
neurdnios. Elas ndo séo programas de modo convencional, uma vez que sdo influenciadas por
um conjunto de dados fornecido em um processo denominado de “treinamento”. Elas tém
sido bastante utilizadas nas tarefas de classificacdo, reconhecimento de padrbes e
aproximacédo de fungdes. J& os HMMs tém sua metodologia baseada um modelo estatistico,
que consiste em um conjunto de estados, em que cada estado possui uma distribuicdo de
probabilidade dos resultados possiveis, neste modelo é também atribuido um conjunto de
probabilidade de transi¢cdo para mudanca de estados, desta forma o resultado de um evento,
depende apenas do estado anterior. E chamado de oculto, pois através deste método é possivel
se obter um conjunto de eventos artificiais, no qual ndo é possivel determinar de que estado

teve origem, pois tal informacéo ¢é ocultada pelo modelo (Lund, 2005).

O SherLoc diferente de outros métodos, que se concentram em localizaces
especificas, tenta cobrir uma ampla gama de localizagdes celulares (Shatkay, Hoglund et al.,
2007). Sdo 09 localizacdes celulares possiveis para eucariotos na versdo 2 da ferramenta. O
SherLoc integra varios preditores baseados em sequéncias e traz uma novidade que é um
preditor baseado em Text-Mining (mineracdo de textos). O sistema integra seus preditores
utilizando SVM (Support Vector Machine — Maquina de vetores de suporte), que é uma
abordagem de aprendizado de maquina, que analisam os dados e reconhecem padrdes, usado
para classificacdo e analise de regressédo. O SVM padréo toma como entrada um conjunto de
dados e prediz, para cada entrada dada, qual de duas possiveis classes a entrada faz parte, o
que faz do SVM um classificador linear binario ndo probabilistico. Dados um conjunto de
exemplos de treinamento, cada um marcado como pertencente a uma de duas categorias, um
algoritmo de treinamento do SVM constroi um modelo que atribui novos exemplos a uma
categoria ou outra. Um modelo SVM é uma representacdo de exemplos como pontos no

espaco, mapeados de maneira que os exemplos de cada categoria sejam divididos por um
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espaco claro que seja tdo amplo quanto possivel. Os novos exemplos sdo entdo mapeados no
mesmo espago e preditos como pertencentes a uma categoria baseados em qual o lado do

espaco eles sdo colocados (Lund, 2005).

O ultimo algoritmo utilizado na determinacdo das proteinas secretadas foi o
SecretomeP, ele concentra seu esforco na predicdo de proteinas secretadas nédo-classicas.
Apenas um grupo limitado de proteinas tém demonstrado experimentalmente ndo entrar na
via de secrecdo classica (Bendtsen, Jensen et al., 2004), ndo possuem nenhum sinal
caracteristico e nem motivos em comum. No entanto, os autores deste método descobriam
algumas caracteristicas independentes que sdo compartilhadas por proteinas exportadas, por
exemplo: a composicdo de aminoacidos, a estrutura secundaria e as regides de desordem, e

sd0 neste conjunto de caracteristicas que se baseia este algoritmo.

2.4.2. Predicao de proteinas transmembranas

A predicdo de proteinas transmembranas é realizada através da busca de dominios de
membrana conhecidos em proteinas. Podemos destacar dois métodos de predicdo dessas

caracteristicas: 0 TMHMM (Sonnhammer, VVon Heijne et al., 1998) e o SherLoc (ja citado).

O TMHMM ¢é um método para prever a localizacdo e orientacdo das alfa-hélice em
proteinas de membrana. E baseado em HMM com uma arquitetura que corresponde
praticamente ao sistema bioldgico. O modelo ¢é tdo préximo da realidade que nos permite
inferir quais as partes da arquitetura do modelo s&o importantes para capturar as informagoes
que codifica a topologia da membrana, e para obter uma melhor compreensdo dos

mecanismos e restrigdes envolvidas (Sonnhammer, VVon Heijne et al., 1998).
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2.5. Predicao de epitopos

O sistema imune de vertebrados pode ser dividido, de modo simplificado, em dois
ramos: Inato (ou Natural) e Adaptativo (ou Adquirido) (Figura 3). Na imunidade inata,
envolve componentes humorais pré-formatados para a protecdo contra infeccdes e doencas.
Por outro lado, a imunidade adquirida é aquela que o organismo desenvolve apos ter contatos
com agentes patoldgicos externos. Existe também uma grande diferenca quanto ao tempo de
ativacdo da resposta inata e adaptativa, na primeira a resposta ocorre no periodo de horas,

enguanto na segunda se da em dias (Abbas, Lichtman et al., 2007).

Eosinofilos Linfocitos
Monocitos — 3
Macrofagos T g
Células NK £ Ry
Toll-like-receptors Humoral
Sistema do complemento (Linfocitos B) Celular
. Neutralizam (LinfocitosT)
patogenos foradas TCD4+: Auxiliadores
_ celulase ativam TCD8+: Supressores
4 — \ complemento :
R /
Reconhecem \ /
patégenos indcuos \"‘-\\ Bernmarante «
ou nocivos (por \| repertério com
exemplo, por sinais N potencial para &
de carboidratos) reconbiecer \
\ j antigenos novos

Figura 3 - Tipos de Respostas

Representacéo da divisao do tipo de respostas do sistema imune humano, apresentando
seus componentes e funcéo (Lund, 2005).
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O sistema imune adaptativo apresenta, de forma didatica, dois tipos de resposta: a
humoral e a celular. A resposta humoral é mediada por linfécitos B e anticorpos, que
neutralizam patdgenos fora das células humanas. Enquanto na resposta celular é mediada por
linfécitos T citotoxicos, CD8+, que eliminam células infectadas. Focando apenas a resposta
celular, sabemos que o sistema imune humano reconhece via TCR (receptores de células T) e
apresenta via MHC (Complexo de Histocompatibilidade Principal), antigenos produzidos por
virus, bactérias, parasitos ou mesmo proteinas super-expressas ou mutadas em suas células
pela via do MHC (Figura 4).

Imunologia Celular e Molecular
ISBN: 9788535222449
Elsevier Editora

Residuo de
contato de
peptideo

dacélulaT

Receptor da célula T

Residuo
polimorfico
do MHC

Residuo-
ancora do
peptideo

Peptideo

"Bolsa"
do MHC

Figura 4 — A molécula de MHC

O MHC - Complexo de Histocompatibilidade Principal. Reconhecimento de um
peptideo pela molécula de MHC. Fonte: (Abbas, Lichtman et al., 2007)

O locus MHC ¢ uma regido gendmica e seus produtos cujo papel principal é a
estimulacdo da resposta imune através dos linfécitos T. Em humanos o0 MHC é também
chamado de HLA (Human Leucocyte Antigen) e possui centenas de alelos, o que o torna o
gene extremamente polimérfico. Existem duas classes de MHC: O MHC de Classe | € o
MHC de Classe 1.

O MHC de Classe | detecta e apresenta aos linfocitos T CD8+, peptideos de origem

intracelular gerados através da degradacéo na via do proteassoma. Estes peptideos ligam-se a
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uma molécula chamada TAP que o transloca até o RE e 14 s&o ligados ao MHC Classe | que

0s apresenta na superficie celular.

Jad 0 MHC Classe Il tém seus peptideos de origem extracelular, onde proteinas séo
endocitadas, processados internamente e degradados nos endossomos e nos lissomos para
geracdo dos peptideos, cuja a cadeia invariante serd ligada a molécula MHC Classe Il
produzida no reticulo endoplasmatico, que o transporta até a superficie celular para
apresentacdo as células T CD4+.

Os linfocitos T CD4+, sdo células especializadas em ativar outras células do sistema
imune, como 0s macréfagos, que sdo ativados para matar os patdgenos intravesiculares, e as

células B, para secretarem imunoglobulinas.

O reconhecimento do complexo MHC-peptideo pelo receptor de célula T (TCR) que
acontece na superficie dos linfocitos T citotdxicos (CTLs) deflagra a citdlise da célula

apresentando o peptideo.

Uma forma de estimular a resposta imune é, portanto, a administracdo de peptideos
derivados de antigenos que sdo reconhecidos pelo MHC. Esses peptideos, chamados de
epitopos, sdo frequentemente residuos de 8-25 aminoacidos.

Pelo fato de a via de desenvolvimento de vacinas implicar em gastos orcamentarios
elevados e ser bastante laboriosa e lenta, existe um grande incentivo no desenvolvimento de
tecnologias computacionais que selecionem candidatos potencias antes do desenvolvimento

experimental.

Apesar de cada etapa da via de processamento de antigeno adicionar uma
especificidade a selecdo do antigeno, a incorporagdo de peptideos do complexo MHC parece
ser um ponto essencial e descriminante no processo (Lauemoller, Kesmir et al., 2000). Pois, a
identificacdo desses epitopos imunodominates é extramamente importante, ndo sO porqué
torna a imunizacdo possivel, excluindo o risco de uma reatividade cruzada ou o
desenvolvimento de uma auto-imunidade ou alergia, mas também porqué permite a
construcdo de vacinas com peptideos relevantes de de antigenos candidatos diferentes,
melhorando a chance de alcancar altos niveis de protecdo (Fonseca, Cunha-Neto et al., 2005).
Dessa forma, os métodos computacionais tém se concentrado na predicdo da afinidade de

ligacdo de peptideos candidatos ao complexo MHC.
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Porém, vale ressaltar que a escolha de um algoritmo para predicdo de epitopos é uma
tarefa critica e ndo trivial. Existem varios métodos em que cada método estd associado a um
grupo de alelos do MHC especifico sob no qual foi treinado, e as diferentes os resultados

fornecidos, tornam comparacdes de métodos uma tarefa complexa.
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3. OBJETIVOS

3.1.Gerais

1.

Identificar, no genoma de S. mansoni, proteinas potencialmente expostas ao
sistema imune do hospedeiro vertebrado;
Mapear epitopos em moléculas classificadas como candidatas potenciais ao

desenvolvimento de vacinas.

3.2. Especificos

1.

Avaliar os diferentes algoritmos existentes utilizados para predicdo da localizacédo

subcelular de proteinas.

. Estabelecer uma metodologia em que os resultados das predigdes serdo combinados

e a consisténcia das predicOes serdo avaliadas;

Predizer e mapear epitopos ligantes ao Complexo de Histocompatibilidade
Principal (MHC) Classe II.

Construir um banco de dados com epitopos que possam ser minerados para a busca
de alvos para o desenvolvimento de vacinas;

Integrar as predi¢des in silico relacionadas a identificacdo de potenciais alvos para
o0 desenvolvimento de vacinas com os dados de proteoma e transcriptoma gerados
no grupo de pesquisa em um banco de dados;

Validar experimentalmente os alvos selecionados.

Implementar um pipeline de analise computacional integrando as tarefas descritas

acima.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtenc¢ao do proteoma predito

Como etapa inicial deste trabalho a obtencdo do proteoma predito que serd alvo de
todas as andlises do projeto, foi feita através do SchistoDB (Zerlotini, Heiges et al., 2009). O
SchistoDB (Figura 5) é um banco de dados gendmico desenvolvido por nosso grupo e
disponivel na internet (www.schistodb.net) para toda comunidade cientifica. Tal repositério
foi criado para armazenar e permitir a integracdo e analise de diversos dados disponiveis para

0 género Schistosoma.

O banco armazena a Ultima versdo do genoma do parasito de S. mansoni (5.0), a
primeira versdo do genoma de Schistosoma haematobium (contigs) e a versdo 3.0 do genoma
de Schistosoma japonicum. O SchistoDB também armazena o genoma mitocondrial, cepa
NMRI16, obtida do NCBI e alguns experimentos de RNA-Seq de S. mansoni e S.
haematobium. Assim, o banco prové acesso a um total de 13.273 genes preditos e anotados
automaticamente de S. mansoni, que foram baixados através da ferramenta Sequence
Retrieval (também disponivel no banco), em formato de sequéncia de aminoacidos, em um

arquivo FASTA, para compor o dataset inicial deste estudo (Figura 6).
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Figura 5 - SchistoDB

Pagina inicial do SchistoDB. Aproximadamente 30 buscas estdo disponiveis para
possibilitar buscas nos dados de S. mansoni, além de acesso a diversas ferramentas. As
buscas podem ser combinadas através do histérico de queries ampliando
consideravelmente a capacidade de filtragem dos dados.
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Figura 6 - Tamanho das proteinas de S. mansoni

Histograma do tamanho das proteinas de S. mansoni obtidas através do SchistoDB.
Podemos observar que grande parte das sequéncias possui de 100 a 500 aminoéacidos
(70% das 13.273 proteinas)
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4.2.Filtragem das proteinas por fase do ciclo de vida

Devido o interesse de se trabalhar apenas com as proteinas que possuem evidéncia de
expressao nas fases do hospedeiro humano, e a fase de morbidade da doenca, (Figura 7),

houve a necessidade de realizar uma filtragem de proteinas por fase especifica.

e it e il '
Agua Agua Caramujo !
> — —> -
\/

Cercaria Esquistossémulo  Verme Adulto Ovo Miracideo  Esporocito

Figura 7 - Fases do ciclo de vida dos alvos.

Estagios de desenvolvimento no ciclo de vida do parasito S. mansoni, destacando as fases
alvo em hospedeiro mamifero, que serdo utilizadas no projeto. Fonte adaptada: (Han,
Brindley et al., 2009)

Tal filtragem também foi realizada com ajuda do SchistoDB, o qual prové uma busca
por genes utilizando dados de ESTs mapeadas no genoma (Find Genes by EST Evidence by
Stage). A busca permite obter todos 0s genes com evidéncia de ESTs nos 6 (seis) estagios de
desenvolvimento do verme. O mapeamento dessas ESTs foi realizado através da ferramenta
BLAT de 205.892 ESTs obtidas no NCBI-DbEST (Ncbi-Dbest, 2008). O BLAT, em
comparacdo a outros métodos de busca por similaridade, permite alinhar rapidamente
sequéncias de 25 ou mais nucleotideo, com 95% de similaridade (Kent, 2002). De posse desse
mapeamento do SchistoDB, realizados umas consulta SQL diretamente na base de dados do
site para obter apenas as fases do ciclo de vida que nos interessam. Tal consulta resultou numa
tabela SQL (Anexos — Tabela 1) a qual foi normalizada para obtengéo das fases que tinhamos

interesse.
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Foram considerados apenas aqueles genes que tinham evidéncia de ESTs das fases de
Esquistossdmulo e Verme Adulto. Também foram considerados os genes que ndo possuiam
Nenhuma Evidéncia de Estagio de expressao, afim de ndo perder nenhum gene com potencial
imunogénico, embora ndo tivesse evidéncia de qual estagio é expresso no parasito. Os genes
com evidéncia de expressdo exclusivamente na fase de Ovo foram descartados, pois embora
facam parte do ciclo no hospedeiro mamifero, ndo se deseja uma vacina para a fase cronica da
doenca, a qual € caracterizada pela presenca destes ovos nos tecidos, que resulta na formacéo
de granulomas, os quais ja sdo resultantes da resposta do sistema imune do hospedeiro (Katz,
Faria et al., 1986). O 6rgdo mais atingido nesta neste processo € o figado, sendo o bacgo

também um érgdo bastante acometido.

4.3.Recursos computacionais para as predi¢oes e para desenvolvimento do

pipeline.

Todas as predi¢cbes foram realizadas em um servidor do CEBio (Dell Poweredge
2950111) com as seguintes caracteristicas: Processador: Intel 2X Xeon X5460 Quad-Core de
3.16 Ghz, 6MB de memodria cache, 24 GB RAM, 1,5TB HD. Os programas usados foram
obtidos junto aos autores, instalados e executados no supracitado servidor. A Tabela 3
apresenta um resumo de todos os programas e onde podem ser obtidos.
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Tabela 3

Lista de programas e pacotes usados para as predi¢cdes computacionais.

Algoritmo Versao Autores Disponivel em:
(Bendtsen, Nielsen http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/nph-
SignalP 3.0 .
et al., 2004) SW_request?signalp
(Bendtsen, Jensen et http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/nph-
SecretomeP 1.0
al., 2004) SW_request?secretomep
(Shatkay, Hoglund et http://abi.inf.uni-
SherLoc 2.0 al., 2007) tuebingen.de/Services/SherLoc2/sherloc2
_download
(Sonnhammer, Von http://www.cbs.dtu.dk/cgi-bin/nph-
TMHMM 2.0c -
Heijne et al., 1998) Sw_request?tmhmm
== 0 (Feldhahn, Donnes http://abi.inf.uni-
' etal., 2009) tuebingen.de/Software/FRED

Para a execucdo remota das predi¢oes, bem como desenvolvimento do pipeline e web-
server associado, foi usada estacdo de trabalho do CEBio (Dell Opitplex 745) com as
seguintes caracteristicas: Processador: Intel Core 2 Duo de 2.66 Ghz, 4AMB de memoria cache
L2, 4GB RAM e 500GB HD.

4.4.Predicao proteinas secretadas

A obtencdo das proteinas secretadas foi realizada em um processo utilizando 3
algoritmos distintos ja discutidos na Secdo 2. Na primeira etapa usamos o SignalP para
identificacdo das proteinas secretadas classicas. A predicdo foi realizada submetendo o
arquivo (FASTA) de entrada com todas as proteinas das fases de interesse. Os parametros
utilizados foram: -t euk (o organismo a ser usado € um eucarioto), -short (a saida deve ser um
arquivo tabular — facilitando a extracdo por scripts), -method hmm+nn (usaremos 0s
algortimos de HMM e NN) e —trunc 70 (serdo considerados os primeiros 70 residuos de aa
para a predicdo — de acordo com dados da literatura (Bendtsen, Nielsen et al., 2004)). Em

seguida usamos o SherLoc com os parametros padrées, no mesmo arquivo de entrada. As
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Figuras 8 e 9, trazem exemplos da saida destes programas, 0s quais extraimos os resultados
positivos de ambos os métodos através de scripts desenvolvidos em Perl (Perl, 2010).

romulo@mandi:~fdoutorado/datafanalise-qualificao/faw-eg-sc/fsplit-files/signalp_out
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Figura 8 - Saida do Signalp (Proteinas secretadas)

O Resultado do Signalp compreende 3 diferentes scores: C, Y, S e mais dois scores
adicionais: S-mean e D-Score, 0s quais sdo apenas numericos. O S-score indica a
predicdo de peptideo sinal, é reportado para cada posicdo de um Unico aminoacido na
sequéncia apresentada, com altos valores indicando que o aminoacido correspondente
faz parte de um peptideo sinal, e baixos valores, indicando que o aminoacido é parte de
um proteina madura. O C-score é a pontuacao reportada ao sitio de clivagem. Para cada
posicdo na sequéncia apresentada, um C-score é relatado, que sO deve ser
significativamente alto no local de clivagem. Ambos (C-score e S-score) séo computados
pelo algoritmo baseado em uma Rede Neural multicamadas, que apresenta valores de
probabilidade entre 0 e 1 para todos os aminoacidos da sequéncia de entrada. Y-max é
derivado da combinacdo do C-score com o0 S-score, resultando em uma melhor predicéo
do sitio clivagem no lugar do C-score sozinho. O S-mean é a média do S-score, que vao
desde o0 aminoacido N-terminal ao aminoacido atribuido com a mais alta pontuacéo Y-
max, assim, a pontuacdo S-mean é calculada para indicar o comprimento do peptideo
sinal predito. O D-score, no Nosso caso 0 mais importante, que faz a melhor
discriminacaode proteinas secretada, daquela que néo é secretada e é calculado como a
media da pontuacédo média entre o S-score e 0 maximo Y-score.
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Figura 9 - Saida do SherLoc (Proteinas secretadas)

O Resultado do SherLoc, traz o a probabilidade de localizagdo para cada proteinas em 9
possibilidades. Neste exemplo uma proteina predita como secretada. O método do
SherLoc obtém tais valores atraves da integracdo de 4 preditores do MultiLoc (Hoglund,
Donnes et al., 2006), 3 destes baseados em SVM (ja discutidos na secdo 2.4.1), 0s quais
apresentam o resultado da predicéo atraves de um vetor de probabilidades, e 1 preditor
binario de motifs, que indica presenca ou auséncia de motivos conhecidos na sequéncia
apresentada. O método ainda traz outro preditor desenvolvido também sob SVM, mas
baseado em Text-Mining que também gera um vetor de probabilidades como resultado,
mas é obtido através de termos da literatura que referenciam a sequéncia apresentada.
Um termo néo necessariamente inclui o nome da organela que ele representa. Mas tende
a ocorrer em documentos que a referenciam. O SherLoc possui um classificador SVM
final, o qual integra os vetores que resultam em cada preditor para a apresentacdo do
resultado final.

Na segunda etapa utilizamos o algoritmo SecretomeP para identificacdo daquelas
proteinas ditas secretadas nao-classicas. O programa funciona de forma simples, o unico

parametro utilizado foi a opcdo —s, a qual indica o nome do arquivo fasta de proteinas. Os
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resultados positivos também foram extraidos por scripts e o exemplo da saida desde método

pode ser visto da Figura 10.

romulo@mandi:~fdoutorado/datafanalise-qualificao/faw-sc-nofimunogenicas

NN-score 0dds Weighted Warning
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0.
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0.
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0.

signal peptide predicted by SignalP

Figura 10 - Saida do SecretomeP (Proteinas secretadas nao classicas)

O Resultado do SecretomeP, indicando a probabilidade de uma determinada proteina
ser secretada (consideramos o score igual ou superior 0.8 para proteinas secretadas).
Tais valores sdo obtidos através de uma rede neural construida a partir de padrées
identificados em proteinas secretadas nao-classicas.

4.5.Predicao das proteinas transmembranas

Para a determinacdo das proteinas com dominios transmembranas utilizados o
TMHMM, no arquivo fasta com as proteinas também filtradas por fase. O pardmetro -short
foi utilizado para garantir o arquivo de saida em formato tabular. A Figura 11, traz o exemplo
de saida deste método. O SherLoc também foi usado na predi¢do de transmembranas e 0s
resultados de ambos os algoritmos foram extraidos por scripts.
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Figura 11 - Saida do Tmhmm (Proteinas transmembranas)

O Resultado do Tmhmm, indicando para um grupo de proteinas, quais tem dominios
transmembranass (PredHel > 0, namero de hélices preditas). O algoritmo do Tmhmm é
baseado em HMM (ja discutido) identifica dominios transmembranas nas sequéncias
submetidas através de seu modelo de estados muito préximo do modelo biologico.

4.6.Predicao das proteinas antigénicas

Ap0s testes em varios algoritmos (Tabela 4), foi escolhida a plataforma FRED para a
predicdo dos epitopos em S. mansoni. O FRED ¢é um framework para deteccdo de epitopos de
células T (Classe | e Classe Il), que permite o uso e integracdo de vérios preditores. Tal
escolha se deu pela possibilidade de usar em uma sO ferramenta varios métodos em uma
mesma analise, bem como compara-los de modo sistematizado. Desenvolvido na linguagem
Python, o FRED € modular, extensivel, e prové diversas métricas para comparagdo de
preditores (Figura 12) (Feldhahn, Donnes et al., 2009).
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Tabela 4

Algoritmos testados para a predicéo de epitopos de MHC classe Il em S. mansoni

Algoritmo

Referéncia

MHC-BPS
MHCPred
Multipred1
NetMHCII
NetMHClipan
ProPred
Rankpep
SVMHC
SVRMHC
SYFPEITHI

FRED

(Cui, Han et al., 2006)

(Guan, Hattotuwagama et al., 2006)
(Zhang, Khan et al., 2005)
(Nielsen, Lundegaard et al., 2007)
(Nielsen, Lundegaard et al., 2008)
(Singh e Raghava, 2001)
(Reche, Glutting et al., 2002)
(Donnes e Kohlbacher, 2006)
(Wan, Liu et al., 2006)
(Rammensee, Bachmann et al., 1999)

(Feldhahn, Donnes et al., 2009)
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Figura 12 - Arquitetura do FRED

Arquitetura do framework FRED. O framework prové diversos mddulos para:
carregamento de dados, filtrar resultados e avaliar performance de diferentes preditores

Fonte: (Feldhahn, Donnes et al., 2009).
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Os métodos utilizados nesta tarefa foram aqueles que buscam ligantes da via do MHC
Classe Il (peptideos de origem extracelular). Os algoritmos integrados para a tarefa foram:
Hammer (Hammer, 1995) e SYFPEITHI (Rammensee, Bachmann et al., 1999), que séo
métodos nativos do framework. Foi realizada a integracdo de um método externo que também
foi usado na predicdo — NetMHCII (Nielsen e Lund, 2009).

O Hammer é um método baseado em matrizes, as quais foram construidas a partir da
combinacdo de alinhamentos multiplos de sequéncias de HLA-DR (MHC Classe Il) que
tinham a estrutura terciaria conhecida, e, um banco de perfis de pockets de HLA-DR, que
nada mais séo que as alcas onde os peptideos se ligam a molécula de HLA. Assim, as matrizes
sdo montadas com base na demonstracdo, de que os pockets que compartilham os mesmos
residuos polimdrficos tem perfil de ligacdo semelhante (Sturniolo, Bono et al., 1999). Os
ligantes entdo preditos por este método tém entdo seus scores computados a partir destas

matrizes.

O SYFPEITHI é um banco de motifs de peptideos e ligantes ao MHC, e possui um
algoritmo para predicdo de epitopo também baseado em matrizes. Tais matrizes de dados
bidimensionais sdo construidas apartir dos motifs para cada modelo alélico do MHC. Onde as
linhas representam os aminoacidos, e as colunas as posi¢cdes que tal aminoéacido pode se ligar
ao pocket do MHC (Figura 13).
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Figura 13 — Matriz para predicdo de ligantes ao modelo alélico HLA-B*1510 do
SYFPEITHI.

O célculo dos scores podem ser obtidos diretamente atraves de um par de indices
(aminoacido, posicdo de ligagdo no pocket). Comecando no primeiro aminoacido a
sequéncia é dividida em octameros ou nonameros e para cada oligdmero a soma das
pontuacdes dos aminoacidos é entdo computada. O processo é repetido até que se chegue
ao fim da sequéncia. Na matriz os aminoacidos que frequentemente se ligam as posi¢des
de ancoragem, recebem o valor 10, o valor 8 é dado para o aminoacido presente em um
namero significativo de ligantes e 6 para residuos que raramente ocorrem. Aminoacidos
auxiliares as posi¢des de ancoragem, também recebem o valor o valor 6, e quando menos
frequente, no mesmo conjunto recebem 4. Os valores de 1-4 recebem aqueles
aminoacidos que ocorrem em sequéncias individuais, de acordo com o sinal de
sequenciamento. Os aminoacidos que sdo considerados desfavoraveis para a ligacéo, tem
os valores -1 a -3. Todos estes valores séo levados em conta no algoritmo (Rammensee,
Bachmann et al., 1999)

O NetMHCII (NN-Align) é um algoritmo baseado em redes neurais e foi escolhido

para esta andlise por apresentar o peptideo predito bem como a afinidade da ligagdo. O
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método cobre 14 modelos alélicos do MHC Il de humano e segundo os autores foi treinado de
uma maneira que permite a correcdo de erros durante o treinamento (Nielsen e Lund, 2009).

Juntos os trés metodos fornecem a cobertura de 84 modelos alélicos do MHC 11 de
humana. Nao foi possivel verificar a freqiiéncia destes alelos para a populacéo brasileira, uma
vez que ndo ha registros de estudos da fregiiéncia dos mesmos no Allele Frequency Database
(Middleton, Menchaca et al., 2003) disponiveis no Brasil. Para realizar a predicéo,
desenvolvemos um script, em linguagem python, utilizando os métodos do FRED para:
carregamento das sequéncias, divisdo dos peptideos, selecdo de métodos e modelos alélicos,
filtragem dos resultados e extracdo dos peptideos (Anexos — Script 1). Também foram
considerados ligantes que em consenso foram preditos por no minimo 5 modelos alélicos, o
que aumenta a confiabilidade de nossa analise, uma vez que na literatura tém se considerado

consenso de 3 modelos para projetos em larga escala (Feldhahn, Donnes et al., 2009).

4.7.Criacao do banco de perfis de epitopos

Utilizamos o sistema de gerenciamento de bancos de dados MySQL (Mysql, 2010),
para a criacdo de uma base de dados onde foram armazenados os resultados de todas as
predicdes (Figura 14). O banco foi modelado usando a ferramenta SQLyog (Sqlyog, 2010) e
povoado com os arquivos de resultados dos preditores usando scripts desenvolvidos em Perl.
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¢ idUsuario INT{11)
» nome VARGHAR(50)
% login VARCHAR(20)

- id INT{11
- senha VARCHAR(10)  idTmhmm INT(11) 1 idSignalp INT(11)

<> nome VARCHAR(50) <> nome VARCHAR(S0)
2 len ||"||T[1 1':' ] cmax FLOAT
<»expaa FLOAT < omax_pos INT{(11)
<afigrt FLOAT <» cmax_res CHAR(1)
< predhal INT(11) <»ymax FLOAT
<> topology TEXT < ymax_pos INT(11)

7 idProjeto INT(11) % idProteina INT{11) <> ymax_res CHAR(1)

<» nome VARCHAR(BO)
<> data DATE

< iUsuario INT(11)

<> smax FLOAT
< smax_pos INT(11)
< smax_res CHAR(1)

< smean FLOAT
<»smean_res CHAR(1)
<> d FLOAT

»d_res CHAR(1)

< idProteina INT{11)

/ idProteina INT(11)
2 nome VARCHAR(50)

7 idSecratomep INT{11)
<> nome VARCHAR(50) <> tamanho INT(11) m
< nnscore FLOAT — —p | fasta TEXT -

% odds FLOAT SR < idProjeto INT(11) I
Caanion s v
<»warning VARCHAR(B0) I ¥ idSherloc INT(11)
< idProteina INT(11) I <> nome VARCHAR(50)

— o e
< score FLOAT
< idProteina INT(11)

! idEpitope INT{11)
< nome VARCHAR(50)

< sequencia VARCHAR| 15)
<» idProteina INT{11)

Figura 14 - Esquema do Banco de Dados

Esquema do banco de dados relacional criado para armazena a saida das predicGes e
para comparacdes estes resultados.
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4.8.Validacao experimental da metodologia

Na tentativa de validar experimentalmente nossas analises, um experimento preliminar
de protedmica foi conduzido em colaboracdo com a Dra. Rosiane Pereira, do Laboratorio de

Parasitologia do Instituto René Rachou.

Extrato protéico de vermes adultos de S. mansoni enriquecido de proteinas de
membrana foi obtido utilizando o protocolo para extracéo de proteinas baseado no seu grau de
hidrofobicidade, como descrito no kit para fracionamento de amostras para eletroforese
bidimensional 2-D Fractionation Kit (GE Healthcare). Resumidamente, proteinas
solubilizadas a partir de um pellet de material insoltvel, obtido ap6s a lise mecanica de
vermes adultos de S. mansoni, foram submetidas a separacdo por eletroforese bidimensional
(2-DE) em fitas e IPG de 7 cm, pH 3-10 (BioRad).

Para isso, 100 pg de proteinas foram solubilizadas em tampdo IEF de re-hidratacéo
[BM Ureia, 2M Tioureia, 4% CHAPS, 65mM DTT, 0,0025% Azul de bromofenol e 1%
anfolito BioLyte 3-10 buffer (100X) (BioRad)] para um volume final de 125 pl e aplicadas
sobre as fitas de IPG. As mesmas foram submetidas a re-hidratacdo e focalizacdo isoelétrica
no equipamento Protean IEF Cell (BioRad) a 50 pA/fita e 200C. Re-hidratacdo passiva foi
conduzida por 4 hr, seguida de re-hidratacdo ativa a 50 V por 12 hr. A focalizacdo isoelétrica
foi conduzida a 500 V por 30 min, seguida por 1000 V por 30 min, 4000 V por 1 hr e 4000 V
até 16.000 V/h.

Logo antes da separacdo das proteinas pela segunda dimensao, as fitas de IPG foram
submetidas a etapa de equilibrio (redugdo e alquilacdo das proteinas). As fitas foram
incubadas por 10 min, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, em tampdo de
equilibrio [6M Uréia, 30% glicerol, 2% SDS, 50mM solucao de Tris-HCI (pH 8,8) e 0,001%
azul de bromofenol] contendo 130mM DTT e, em seguida, por mais 10 min no mesmo
tampdo contendo 135mM iodoacetamida. Na segunda dimens&o, as proteinas foram separadas
por peso molecular em SDS-PAGE 12% no sistema Mini-Protean |11 (BioRad). A eletroforese
foi realizada a 50 V por aproximadamente 10 min e a 100 V até o corante atingir a por¢ao

inferior do gel.

Para a realizacdo destes experimentos, trés 2D-PAGEs (eletroforese em gel de

poliacrilamida bidimensional) foram realizados simultaneamente, dois para serem usados nos
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experimentos de Western-blotting com pool de soro de individuos infectados de é&rea
endémica para esquistossomose e com anticorpo anti-Sm29, gentilmente cedido pelo Dr.
Sérgio Costa Oliveira (UFMG), e outro 2D-PAGE para ser corado por Azul de Coomassie
Colloidal G-250 para excisdo dos spots e identificacdo das proteinas por espectrometria de

massas.

Para realizagdo dos experimentos de Western blotting bidimensional as proteinas
previamente separadas por 2-DE foram transferidas para membranas de PVDF. Estas foram
bloqueadas por 16 hr em TBS (20mM Tris-HCI, 500mM NaCL, pH 7,5) contendo 0,1%
Tween-20 e 3% BSA (TBS-T/BSA-3%). As membranas foram incubadas separadamente com
0 pool de soro de individuos infectados de area endémica para esquistossomose e com
anticorpo anti-Sm29, ambos diluidos 1:500 em TBS-T/BSA-1%. Apo6s serem lavadas, as
membranas foram incubadas com o anticorpo secundério, sendo o anticorpo polivalente de
cabra anti-lIg’s total humana (Invitrogen) diluido 1:100.000 em TBS-T/BSA-1%, e 0
anticorpo anti-lgG de camundongo (GE Healthcare) diluido 1:50.000 em TBS-T/BSA-1%,
respectivamente. Ambos anticorpos secundarios sdo conjugados a HRP. Apos as lavagens, as
proteinas foram reveladas por quimioluminescéncia utilizando ECL plus Western-blotting

Detection System (GE Healthcare) e as membranas foram expostas a filmes de raio-X.

A proxima etapa foi preparar os spots para identificacdo das proteinas na Plataforma
de Espectrometria de Massas (RPT02H) do Programa de Desenvolvimento Tecnoldgico em
Insumos para Saude (PDTIS) da Fundacdo Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro (I0C). Os spots
imunorreativos ao soro de individuos infectados foram localizados no 2D-PAGE corado pelo
Azul de Coomassie Colloidal, excisados, descorados e submetidos a digestdo in gel por
tripsina. Os peptideos tripticos foram extraidos e purificados em microcolunas de fase reversa
Zip Tip C18 (Eppendorf) de acordo com as instru¢es do fabricante. A identificacdo das
proteinas por espectrometria de massas do tipo MALDI-ToF-ToF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization Time-of-Flight mass spectometry) foi realizada em um espectrémetro
de massas modelo 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems), a qual é baseada na
ionizacdo dos peptideos por desorcéo a laser auxiliada por matriz (MALDI) e na anélise do
tempo de voo in tandem dos ions (ToF-ToF).

O espectro de massas dos peptideos gerados pela digestdo com tripsina (MS) e os
dados de fragmentacdo dos peptideos (MS/MS) foram analisados utilizando o programa

MASCOT (http://www.matrixscience.com/) e sua busca em banco de dados MS/MS ion
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search. Como usamos o programa online, escolnemos o banco de dados NCBInr (banco de
proteinas ndo redundante do NCBI), e aplicamos o filtro de taxonomia para metazoarios. Os
parametros usados foram: tolerancia de peptideo MS de £0.6 Da, toleréncia de fragmento de
massa MS/MS de +0.2 Da, duas falhas de clivagem permitidas, carga do peptideo +1 e
modificacbes variaveis em cisteina (carbamidometilagdo e adicdo de propionamida) e em
metionina (oxidacdo). A fim de evitar identificagbes aleatorias, apenas ions com valor de
score individual acima do indicado pelo MASCOT para identidade e homologia extensiva

(p<0,05) foram aceitos.
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4.9.Implementacdo do pipeline de busca automatica de novos alvos.

Para conclusdo do projeto, trabalhamos no desenvolvimento de um pipeline
computacional que integra todas as etapas aqui ja descritas (Figura 15). Este produto permite
a execucdo e re-execucdo de cada uma das predicdes de forma automatizada e simplificada, e,
também poderé ser facilmente gerenciado para atender possiveis necessidades na busca de

candidatos a vacinas para outros organismos.

Proteoma
Predito
Verme Adulto Esquistossom. Nenhuma >
Secretradas Secretadas e
5 Transmemb.
(SignalP, (TMHMM) Transm.
SecretomeP) (Sherloc)
HAMMER SYFPEITHI NetMHCII >
Criacdo do
+10 epitopos E 1ta e banco de
pHIopos epitopos
Validacdo
Experimental

Figura 15 - Etapas do projeto

Metodologia do projeto, destacando todas as etapas e algoritmos usados em cada uma
delas.
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Inicialmente a ferramenta foi criada na plataforma Galaxy (Galaxy, 2010). O Galaxy
permite criar interfaces através de uma pagina web para a execucao de programas em fluxo.
Uma vez instalados os programas no servidor, é feita a configuracdo do pipeline atraves de
arquivos XML. Alguns scripts foram escritos para manipulacdo de entrada e saida de

programas, para evitar problemas de compatibilidade durante o desenvolvimento do pipeline

O pipeline para a plataforma Galaxy tem seu funcionamento incompleto, pois ainda
ndo estdo integrados todos os algoritmos. No entanto ja tem sido usada por outros membros
do grupo que necessitam da répida triagem de proteomas na identificacdo de proteinas

expostas (Figura 16).
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proteins with
5.000 aminoacids)

Select P4 Cut 2

Select lines from From

outfile out_filel out_filel (tabular)
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(Maximum Select P
proteins with Cut 14
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outZip (zip)

Get Sequence fasta from file 3

Unig command 3 File in fasta format with target Cut fasta file X 2
Fred Prediction
Se‘mQuew sequences File in fasta format
outfile Select Query with target Zip file

sequences
output e output

output

Figura 16 - Pipeline plataforma Galaxy

Snapshot do pipeline com predicdes para busca de candidatos a vacina.

Para disponibilizacdo do pipeline de forma mais completa e mais funcional, associado
ao banco de perfis de epitopos criado, desenvolvemos um webserver (EpiFinder —

http://epifinder.cebio.org), utilizando a metodologia de Padrbes de Projeto de Software em

Java. Tal metodologia se baseia no uso arquiteturas testadas para construir softwares
orientados a objetos flexiveis e sustentdveis. Utilizar padrdes de projeto reduz
substancialmente a complexidade do processo de design de um software (Deitel, 2005).
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A arquitetura escolhida para o desenvolvimento do servidor web foi a Spring
Framework, o qual é um framework open source para a plataforma Java criado por Rod
Johnson e descrito em seu livro "Expert One-on-One: JEE Design e Development” (Johnson,
2003). Trata-se de um framework centrado nos conceitos de desenvolvimento leve e agil. O
Spring permite diversas facilidades para desenvolvimento e, sobretudo a integracdo com
diversas solugbes do mundo Java como, por exemplo, JPA/Hibernate e JSF (Java Server

Faces), também utilizados no projeto do servidor (Gomes, 2008).

A JPA (Java Persistence API) é uma recém criada especificacdo para permitir
persisténcia objeto-relacional com bancos de dados relacionais (Biswas, 2006). O termo
persisténcia de dados é bastante comum em computacdo e se refere a acdo de armazenamento
ndo-volatil de dados, ou simplesmente guardar uma informacgdo em um dispositivo fisico ou
virtual. Ao invés de salvar dados em tabelas, o cddigo do sistema que utiliza esta
especificacdo solicita a tarefa de salvar os valores desejados, assim, as tecnologias que
utilizam JPA, como o Hibernate (http://www.hibernate.org/), transformam automaticamente
as requisicdes de salvar e consultar via classes do sistema, em comandos SQL que sdo
enviados ao banco de dados, sem a necessidade que o desenvolvedor escreva tais comandos.
O JSF ¢é a tecnologia padrdo J2EE para criar aplicacfes web. Este padrdo foi criado a partir
das tecnologias JSP e Servlets e estende seus conceitos com um conjunto de componentes e
recursos mais sofisticados e focados no desenvolvimento RAD para Web (Gomes, 2008). O
ambiente de desenvolvimento utilizado foi o Netbeans (Netbeans, 2011), ambiente completo e
extensivel, e, compativel com todas as tecnologias citadas. A Figura 17 apresenta um

esquema das tecnologias envolvidas para a construcdo do servidor.
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Figura 17 - EpiFinder tecnologias empregadas

O EpiFinder foi construindo aplicando as mais novas tecnologias para

desenvolvimento corporativo e de padrdes de projeto.

O Diagrama de Classes da Arquitetura, com as tecnologias empregadas pode ser visto

na Figura 18, e segue uma breve descri¢cdo dos componentes representados na figura:

A JSFPage (Pagina JSF), é criada visualmente utilizando o Visual Web Pack do
Netbeans. Trata-se de uma paleta de componentes prontos, desenvolvidos utilizando JSF 1.2
da Sun. S&o dezenas de componentes visuais e ndo visuais para o desenvolvimento RAD de
aplicacdes Web com Java, JSP e JSF (Gomes, 2008).

O JSFPageMBean, para cada pagina JSF, deve haver um Managed Bean (MBean) que
possui o codigo Java de servidor que cuida de responder as requisi¢des do usuério. E a logica
de aplicacdo da pagina web que o usuario esta utilizando. Ao clicar em um botdo Ok, por
exemplo, e assim submeter valores ao MBean serdo executados 0s procedimentos necessarios

e devolvidos resultados desejados ao usuério da aplicacdo (Gomes, 2008).

O Facade ¢ um Padréo de Projeto definido pelo no livro Design Patterns: Elements of
Reusable Object-Oriented Software (Gamma, 1994) como uma boa pratica para implementar,
encapsular e reutilizar codigo de negocio. Ele é o ponto de chamada para utilizar as
funcionalidades de negocio da aplicacdo. Por exemplo se na aplicagdo houver uma
funcionalidade que calcula o peso molecular de um epitopo, haverd um método em um facade

apropriado para implementar este calculo. A vantagem de se utilizar facades é encapsular e
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isolar o codigo de negdcios das classes que cuidam da interagdo com o usuario ou com outros
sistemas. Facilitando a reutilizacdo de uma mesma funcionalidade de negdcio por duas ou

mais telas, ou por um ou mais sistemas ou componentes deste (Gomes, 2008).

O DAO (Data Access Object), € uma boa pratica de desenvolvimento catalogada no
Sun Blueprints Design Patterns (http://java.sun.com/blueprints/patterns/) como uma forma
para implementar codigo de acesso a recursos de banco de dados que fornecem e consomem
informac&o. Ele é ponto de chamada para utilizar recursos do banco de dados, tanto para
consultas (select), quanto para manipulacdo de dados (insert, update, delete). A vantagem de
se utilizar DAOs, é permitir a separacdo inteligente de cddigo de negécio do cddigo de
manipulacdo de banco dados. Isto possibilita ter independéncia de banco de dados tal forma
que a mudanca do mesmo nao gera manutencdo das classes de negécio. Ou seja, 0 negocio
ndo deve se preocupar com tecnologia de armazenamento de dados e detalhes técnicos,

apenas negocios (Gomes, 2008).

A JPAEntityManager (Tabela do banco de dados), € o gerenciador de persisténcia de
banco de dados definido na especificacdo JPA. E um componente que permite acesso objeto-
relacional aos recursos do banco. Ao invés de salvar dados de uma classe, criando um
comando “inser into”, ¢ solicitado ao JpaEntityManager que grave a classe em banco de
dados diretamente, sem que haja necessidades de escrever codigo SQL para inserir na tabela
de banco de dados (Gomes, 2008).

O POJO, trata-se de um objeto Java utilizado para implementar o modelo de dominio

da aplicacdo (Gomes, 2008).

Assim, o servidor foi desenvolvido utilizando navegacdo em abas master-detail,
permitindo realizar e combinar todas as predi¢des aqui indicadas em duas analises possiveis:

completa e simples (Figura 19).
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Figura 18 - Diagrama de Classes da Arquitetura

O diagrama de classes da arquitetura Spring e tecnologias integradas (JSF e JPA).
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Figura 19 - EpiFinder Webserver

Analises disponiveis no servidor. Completa e Simples. Na analise completa é possivel
realizar inicialmente a busca de proteinas expostas (secretadas e de membrana), em
seguida o mapeamento dos epitopos. Na simples, € possivel realizar o mapeamento de
epitopos diretamente em um grupo de proteinas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Predicoes e selecao dos candidatos a validacao experimental.

O foco principal do projeto foram as andlises computacionais para obtencdo de
possiveis candidatos a vacina contra esquistossomose. Ao longo do trabalho alguns resultados

merecem ser destacados.

A Tabela 5 apresenta um resumo do resultado das predicdes integradas (em consenso),
para a identificacdo das proteinas expostas ao hospedeiro, sejam elas secretadas ou associadas
a regibes de transmembrana, por abordagens distintas, bem como destaca a quantidade
proteinas potencialmente imunogénicas, e a média de epitopos em cada uma, obtidas através
da plataforma FRED.

Tabela 5

Resumo das predicéo por localizacéo e por epitopos. Podemos observar que que todas as
fases apresentam perfil semelhantes nas predicdes, embora o grupo com Nenhuma
evidéncia de expressdo apresentem maior queda tanto no namero de proteinas com
epitopos como média de epitopos por proteinas.

Proteinas
Secretadas Transmemb. S+T Média
Grupo Total com )
(S) (T) (expostas)® ) epitopos@
epitopos
Verme Adulto 7093 703 1235 1531 1245 3,93
Esquistossomulo 6032 562 952 1205 982 4,00
Nenhuma evi 3307 338 541 702 450 2,84
VA-ES-NE® 11601 1151 1964 2469* 1883 3,64

* Foram agrupadas para cada fase as suas respectivas proteinas transmembranas e secretadas, entdo
removidas as devidas redundancias.

@ Este numero representa o total de proteinas potencialmente expostas no parasito.
@ Média de epitopo por proteina.

® VA (Verme Adulto), ES (Esquistossdmulo) e NE (Nenhuma Evidéncia)
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Podemos observar na Figura 20 uma distribuicdo de epitopos por proteina, que
podemos concluir que o nimero de epitopos em uma proteina estd bastante ligado a seu
tamanho, quanto maior a proteina mais chances de apresentar um maior numero epitopos. No
entanto também temos exemplos que contrariam esse comportamento: a Smp_126600, que
possui 2016 aminodcidos, tem mapeado em sua sequéncia 4 epitopos, enquanto a
Smp_131740, que possui 137 aa foram preditos 10 epitopos (peptideos 9mer).
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Figura 20 — Distribuicdo de Epitopos por Proteinas

A quantidade de epitopos preditos em uma proteina esta relacionada ao seu tamanho.

Para a selecdo dos possiveis candidatos a validacdo experimental, foram identificadas
em cada grupo as proteinas aquelas que se ligam a um maior grupo de alelos e que apresentam
um maior nimero de epitopos, por entendermos que estas tém um maior potencial
imunogénico. E também por recomendagdo dos autores do framework de predicéo de ligantes,
que fazem uma investigacdo semelhante no proteoma humano, para estudos de cancer (dados
ainda ndo publicados). A Tabela 6 apresenta o resultado desta analise.
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Tabela 6

Selecdo de proteinas para validacdo experimental.

Grupo S+T Proteinas Media de Potenciais
(expostas) com epitopos epitopo Alvos
Verme Adulto 1531 1245 3,93 72
Esquist. 1205 982 4,00 62
Nenhuma evid. 702 450 2,84 10
VA-ES-NE 2469 1883 3,64 90*

* Este numero o total de potenciais alvos, proteinas com o maior nimero de ligantes ao MHC
Classe Il

5.2. Bancos de perfis de epitopos e Servidor Web para realizacao das

predicoes

Também criamos um banco de dados relacional que armazena o resultado de cada uma
das analises e nos permitiu facilmente integrar e comparar as predicdes através de consultas
SQL. Tal banco de dados foi modelado e em seguida desenvolvido no sistema de

gerenciamento de banco de dados MySQL.

Além disso, foram criados scripts para leitura da saida de cada um dos algoritmos
usados, e também para carregamento desta informacao na base relacional. Ainda foi possivel
a criacdo de um pipeline para a Plataforma Galaxy, que ja tem sido usado por nosso grupo,

afim de rapidamente classificar um proteoma.

Como um dos principais produtos do trabalho, apresentamos um servidor web que
permite realizar a abordagem aqui proposta, de forma completa e também de forma simples.
Existem varios algoritmos e métodos que se propdem a realizar a abordagem aqui descrita,
porem funcionam de forma isolada e apresentam resultados nos mais diversos formatos, ndo
havendo uma integracdo de metodologias diretamente, deixando a cargo do usuério tal
integracdo. No presente projeto estabelecemos um servidor, gratuito, onde é possivel
combinar as mais interessantes predicdes para identificacdo de candidatos a vacinas para

organismo extracelulares.
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Cada usuério cadastrado no sistema tem acesso banco de dados modelado para tais
andlises, o qual € possivel gerenciar diversos projetos e proteinas associadas a estes (Figura
21). Realizar e armazenar o resultado para todas as predi¢cdes (Figura 22) e no final obter o

mapeamento dos epitopos associados aquela proteina imunogénica de interesse (Figura 23).

|CumplsleAnalysis Epitope prediction Logout |

Secreteds

‘ Project ‘ Protein

Transmembranes | Exposed Proteins and Epitopes

Proteins
Select the project:

Imunogenicas x| Select

Selected Project: Imunogenicas
Number of proteins in project: 270

‘Submit a protein file (aminoacid) in FASTA format directly from your local disk:

| Selecionar arquivo...

Submit File

[l | @)

‘ Protein ID +, | Sizen, | Fasta
Smp_133390 | 1326 | MTWDCLLSMVFGLILRNLVKKYASKNVLDSLTYSSLDQWDSVNEGYLQNHGISAYEGDVVHQPPLLLLMWSYLLKLTNG DATY YHLAL EFILLISLFIFCG STFNYFLSIQHRNKSSVHDSSKHLLLKEIDLOKF QALSVIVY YALNPYSILISAAC
Smp_135260 | 2569 | MHQLTDQMISGLKNYKYSCVDNSPFSTYVMHPFWNWLAKFYPVWLAPNLITFTGFLLTVTHYLLLCCYNPTFFSTVNVPTWVWLYTSFLVFIAHTLDG TDGKQARRTRSSSALGELFDHGCDSWVCLFLAG SMFSLLDLDEQLRTGHEI]
Smp_1753602 | 1 MLMPGERKVENWVQEDKRQKIDELDDILVDITGYSFSYLRTAFVYTGFFLTCGLLRLVFHWFPHWHMLICMYKKCALMEAERILVQDAYGVYYIHDVIVDVIEG VKGWHETAYEEILDSKPLNNETVLMNRALYG MNEISINLTSIIRLLLDECLHF
Smp_160060 | 3128 | MSWECFDCVKDICTQWALVALVILLFAVYVTPKVLVFVLSSFLSKFIPCILTVORFGFIWARGYTITFINGECMYVDSIYLSSSLWNPKAKTLLSAWITGVEFHATDTGLYAIKVMORKG DGIRTHLNKG FMSWKIRLISFISIDISSIQIVVLSTKF.
Smp_165300 = 2009 | MASSKQSQACFQMLVDIAVEKHWQRPHTGVALVCTVLIVISLPYPLLERHYNELNLFIKLFTCLLPSLGMGFLCILIGQFEGAGLGVQFSSYFKPASPDDNLSIHLLCSMFIFDSIVELILTHYISAVWPGKYGIPKPWYFPFLVSLICRYKQFCYT,
Smp_141530 884 | MDSGVGCVTSTYTSTNPELYFRDGKRRTDYVLAYRFSTSKYHDQSRRLLFLNELAKQKIEIEVEDSNGNLLGATVASNEDDF PSLTLKPSFVHVQSSAPLQPGEHSESLMPNSSIDYIEPDKPTDTSPPSCMDR YRQQALDDKTILMTPDNLY
Smp_024660 | 1864 | MSIGASFLSTLVILIFVLIPSHEVEFVDEPNDTYGLENQQITLVCSAVG SPNITITWHKLDNISVASGSTRVTEDGYYSSYGFTLVSENEGDYYCNASDSLHWIQSKKASVRISFLSEKFKLEPQNKVVNIGDTVLLECIPPFGLPSPTIEWLKENS
Jamm 1208 MBERI SAENSNTPSANERCSMREL 0fSIL MO| RGAEA/EVNKREN 51 CORI KTSPTOIG SSHNIVRBREVEGTNIBRTRRKSEED] MUEAL ONVT] IV MUABSVS| LA YSKYEGREUSSENETERESWIERVAL CAAMAAA Y™

Figura 21 - EpiFinder — Home Page das Proteinas.

No servidor € possivel gerenciar diversos projetos de predicéo, e submeter conjuntos de
sequéncias de proteinas para cada projeto.
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|Cnmplele Analysis Epitope prediction Logout |

| Project ‘ Protein | Secreteds ‘ ‘ Exposed Proteins and Epitopes
Epitopes
Select the project:
o
L
Selected Project: Teste
| Name v | size +
Number of exposed proteins in project: 90 Smp_133390 1396
Smp_135260 2569
Get Epitopes: Smp_175360.2 1509
Smp_160060 3128
Smp_165800 2008
Smp_141530 884
Smp_024660 1864
Smp_137170 1209
!
Smp_163820 1311
10 ) Peeft ] s (] (1)) (@)

Minimum number of Epitopes: |

(o)l | [

= ="
Smp_133390 1326
Smp_135260 2569
Smp_175360.2 1500

Figura 22 - EpiFinder — Resultado da predicéo de epitopos em proteinas expostas

Detalhe da aba onde é realizada a predicéo de epitopos, é possivel selecionar um grupo
de proteinas informando o nimero minimo de epitopos que deseja.

Smp_131890 ) ) ) ) ) ) )
100 200 300 400 500 500 700 800 3bo
Smp_131890-epitopet Smp_131890-epitopel Smp_131890-epitoped Smp_131890-epit
" " iﬂp_iSiﬁgo!epitoped ﬂm_ﬁiﬁgo—epi topel "

Emp_l31590-epitoped

u
Smp_131890-epitopeld Snp_131890-epitoped
| u

Emp_l3l890-epitopes
|

Figura 23 - EpiFinder — Mapeamento de epitopos para uma data proteina.

O servidor mapeia todos os epitopos de uma proteinas que resulta da analise.
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5.3. Avaliacoes experimentais

A Tabela 7 apresenta as 90 proteinas resultantes das predicdes e que irdo ser
submetidas a analise experimental tanto pra confirmacdo da metodologia, como para tentar
apontar novas possibilidades compor a lista de alvos ja conhecida pela comunidade cientifica.
Destas, 50 foram anotadas manualmente observando alguns critérios para restricbes a
melhores dados para o experimento de expressao destas proteinas (Anexos — Tabela 2), como
por exemplo: eliminacdo de redundancia, maior nimero de lisinas, menor peso molecular,
maior nimero de loops, e epitopos mapeados nestes loops (Figura 24), no caso de uma
proteina transmembrna. As proteinas serdo entdo enviadas para Universidade de Nottingham
onde ocorrera a expressao dos antigenos em array. Os primers ja foram desenhados para todas
e serdo preparadas para expressdo, maiores detalhes deste experimento serdo discutidos na

secédo 7.
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Tabela 7

Lista de possiveis candidatas, obtidas através da integracdo de predicdes para busca de novos candidatos a vacina.

ID Proteina Tam  Peso Lisinas  Peptido  Sitio Dominios  Loops Epitopos  Produto Estag. Desenvolvi
(aa) Molecular  (Nr.) Signal Clivagem Transmb. Externos (Nr.)
(Kda) (Pos) (Nr.)

Smp_009990 1736  195,61112 82 Y 26 0 0 11 Tyrosine Kinase Receptor_TK Adult

Group_InsR Family worm,Schistosomula
Smp_020170 2199  253,90696 114 N - 19 9 19 high voltage-activated calcium NE

channel Cav2A
Smp_020270 1582  180,73561 88 N - 18 9 11 high voltage-activated calcium Adult

channel Cavl worm,Schistosomula
Smp_024660 1864  205,63045 72 Y 24 2 1 11 cell adhesion molecule, putative  Schistosomula
Smp_028690 761 84,15856 29 N - 12 6 11 sodium/chloride dependent NE

transporter, putative
Smp_034080 3754  430,14066 236 Y 18 0 0 22 erythrocyte membrane protein, Adult worm

putative
Smp_063000 687 75,42125 31 N - 3 1 10 smdrl Adult worm
Smp_065110 790 90,04662 67 N - 1 0 10 leucine zipper-ef-hand Adult

containing transmembrane worm,Schistosomula

protein, putative
Smp_076950.2 696 77,55708 31 N - 11 5 12 solute carrier family 33 (acetyl-  Adult

CoA transporter, putative worm,Schistosomula
Smp_123950 838 95,92882 35 N - 11 5 10 expressed protein Adult worm
Smp_123960 4276  491,9147 282 N - 1 1 20 expressed protein Adult

worm,Schistosomula

Smp_124200 1576  180,60121 73 Y 27 1 0 11 scavenger receptor-related NE
Smp_125510 1498  170,15665 65 Y 27 2 1 10 cadherin, putative NE
Smp_126160 1077  121,92989 42 N - 10 5 10 poly(p)/ATP NAD kinase, Adult

putative worm,Schistosomula
Smp_126350 1260  142,39901 76 Y 19 7 4 10 glutamate receptor, ionotropic, Adult

n-methyl d- aspartate, putative worm,Schistosomula
Smp_127000.1 1455  165,95968 85 N - 14 7 13 cationic amino acid transporter,  Adult

putative worm,Schistosomula
Smp_127000.2 1456  166,05882 85 N - 14 7 13 cationic amino acid transporter,  Adult

putative worm,Schistosomula
Smp 127680 4070  450,7932 172 N - 2 1 18 rabconnectin-related Adult
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Smp_129390
Smp_129820
Smp_131740
Smp_131890
Smp_133130
Smp_133180.2
Smp_133190

Smp_133390

Smp_133700

Smp_134180
Smp_135260
Smp_135610

Smp_136030
Smp_136310

Smp_136560
Smp_136960

Smp_137080

Smp 137170

1852

1428

137

901

2146

1786

1748

1326

1673

1569

2569

3738

763
539

1995

1480

1263

1209

209,84581
161,29737
16,32337

100,87094
247,97636
204,38188
200,05931

147,67429

189,18484

175,89314
289,61389
410,78851

85,74045
61,15924

227,8244
167,72416

141,22165

133,56858

84

53

112

96

89

42

93

56

87

124

35
25

87

78

60

59

20

34

33

25

21

15

11

14

13

10

10

19

13

12

11

20

11

18

26

10
11

11

17

12

10

vacuolar protein sorting-
associated protein (vps13b),
putative

multidrug resistance protein 1
(ATP-binding cassette C1),
putative

conserved hypothetical protein
sodium/chloride dependent
transporter, putative

high voltage-activated calcium
channel Cav2A, putative

zinc finger protein, putative

voltage-gated cation channel,
putative
restin-like

udp-glucose

glycoprotein:glucosyltransferase,

putative
receptor tyrosine phosphatase
type r2a, putative

ethanolaminephosphotransferase,

putative
expressed protein

anion exchange protein, putative

sodium-bile acid cotransporter
related
expressed protein

sideroflexin 1,2,3, putative

multidrug resistance protein 1, 2,

3 (p glycoprotein 1, 2, 3),
putative
plasma membrane calcium-

worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula

Adult worm

NE

Adult
worm,Schistosomula
NE

Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula
Adult worm

Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula
NE

NE

Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula

Adult
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Smp_137200
Smp_137710

Smp_138620
Smp_139020
Smp_139320
Smp_139540.1
Smp_141530

Smp_141710
Smp_142550

Smp_143730
Smp_145420
Smp_146170
Smp_147250.1
Smp_147250.2

Smp_147610
Smp_148650

Smp_148740
Smp_149390

Smp_150770

Smp_152020

Smp_152680

2236
540

3049
1471
1159
1245
884

1463
2192

1393

2773

3291

1385

1445

741
3026

1348
3229

2950

1018

1766

256,05964
60,69695

349,58406
165,67901
126,61933
141,34684
101,73806

168,05073
244,35615

156,9267

315,21427
372,34125
152,85368
159,55142

82,74779
339,77524

155,43553
372,40191

334,20021

115,55589

201,04338

126
13

204
71
35
62
44

77
70

73

140

145

47

49

26
125

71
160

119

42

114

z <X <KX <LK zZzzZzZz
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<Z2

23
16

38

27

21

24

22

11

11

~

o B

10

[N

o o

o w

N

11
10

13
10
10
10
10

18
14

13

24

19

15

15

10
14

12
13

14

10

12

transporting atpase, putative
expressed protein
drug transporter, putative

expressed protein

Hybrid Protein Kinase_Other
Group_TBCK Family
expressed protein

expressed protein

expressed protein

Hypothetical protein, putative
nuclear pore membrane
glycoprotein gp210- related
carboxypeptidase regulatory
region-containing, putative
plexin, putative

DNA polymerase epsilon,
catalytic subunit, putative
multidrug resistance-associated
protein, putative

multidrug resistance-associated
protein, putative

conserved hypothetical protein
expressed protein

expressed protein

frasl related extracellular matrix
protein

teneurin and n-
acetylglucosamine-1-
phosphodiester alpha-n-
acetylglucosaminidase, putative
expressed protein

Tyrosine Kinase Receptor TK

worm,Schistosomula
Adult worm

Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula
Schistosomula

Adult worm

Adult
worm,Schistosomula
Adult worm

Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula
Adult worm

Adult worm

Adult worm

Adult
worm,Schistosomula
NE

Adult
worm,Schistosomula
Adult
worm,Schistosomula

Adult
worm,Schistosomula
NE
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Smp_153480
Smp_153500
Smp_153590
Smp_154760

Smp_154790
Smp_156040

Smp_157090
Smp_157490

Smp_159780
Smp_160060

Smp_163160
Smp_163570

Smp_163820

Smp_164130

Smp_164270
Smp_164540

Smp_165230
Smp_165800

Smp_167690

Smp_168980
Smp_169750

996

1556

1081

1814

1748
1671

1471

1083

2755
3128

1098

4998

1311

2360

1628
1176

3369
2009

3289

677
2174

111,66296
177,03938
121,47715
202,63235

198,88099
192,15965

168,15963
124,15844

305,68979
357,51881

126,36366
559,03865

148,51328

265,39254

183,21604
131,60947

379,08481
227,93042

364,98586

74,88575
248,04958

27

71

49

63

96
99

108

61

125
150

62

236

67

97

52
62

148
91

83

19
117

<2

24

23

11

o o

12

10

10

12

16
12

12

10

16
21

10

27

13

15

10
11

25
10

16

11
11

Group_EGFR Family

cation chloride cotransporter,
putative

Tyrosine Kinase Receptor _ TK
Group_VKR Family
beta-tubulin cofactor d, putative

egf-like domain protein

homeobox protein, putative
sugar transporter, putative
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Figura 24 — Mapeamento de epitopos em uma proteina

Um dos critérios utilizados para escolha para validacdo experimental, sdo aquelas
proteinas que apresentam maior nimero de epitopos (caixas vermelhas) na regido dos
loops de membrana (caixas brancas).

5.3.1. Resultados de proteémica

Extrato protéico de vermes adultos de S. mansoni enriquecido de proteinas de
membrana foi separado por eletroforese bidimensional utilizando fitas de IPG de 7 cm pH 3-
10. Na figura 25A é possivel visualizar o padréo de separagdo do extrato proteico utilizado
através da coloracdo do 2D-PAGE por Azul de Coomassie Colloidal, sendo obtida uma boa
resolucdo dos spots e poucos arrastes. Os spots proteicos foram resolvidos em uma ampla
faixa de pH e de peso molecular.
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Figura 25 — Perfil eletroforético bidimensional do extrato proteico de vermes adultos de
Schistosoma mansoni enriquecido de proteinas de membrana e Western blots
bidimensionais utilizando anticorpo anti-Sm29 e pool de soro de individuos infectados.

100 pg de proteinas foram separadas por eletroforese bidimensional utilizando fitas de
IPG de 7 cm, pH 3-10 e SDS-PAGE 12% corado por Azul de Coomassie Colloidal (A).
Western blots bidimensionais correspondentes utilizando anticorpo anti-Sm29 (B) e pool
de soro de individuos infectados (C). As membranas foram posteriormente incubadas
com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo ou anti-lg’s total humana,
respectivamente, ambos conjugados a HRP. Para revelacdo foi utilizado o kit ECL Plus
Western Blotting Detection (GE Healthcare). Padrdo de peso molecular: Full range
Rainbow (GE Healthcare).

Uma vez otimizado o protocolo de obtencdo e separacdo de proteinas do extrato
protéico de vermes adultos de S. mansoni enriquecido de proteinas de membrana por
eletroforese bidimensional, partimos para a realizacdo dos experimentos de Western-blotting
bidimensional. Para confirmar a presenca de proteinas de membrana de células do parasito
neste extrato protéico, foi utilizado um anticorpo anti-Sm29 recombinante, gentilmente cedido
pelo Dr. Sérgio Costa Oliveira (UFMG). A proteina Sm29 esta localizada na superficie de
esquistossomulos de fase pulmonar e de vermes adultos (Cardoso, Macedo et al., 2008) e foi
também identificada na fracdo de proteinas de membrana em uma analise do proteoma do

tegumento de S. mansoni (Braschi e Wilson, 2006). Um conjunto de spots de
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aproximadamente 29 kDa, presente na por¢do do gel onde estdo localizadas proteinas &cidas,
foi fortemente reconhecido pelo anticorpo anti-Sm29 (Figura 25B), demonstrando, portanto,
que o protocolo utilizado para obtencdo do extrato protéico foi capaz de extrair proteinas de
membranas do tegumento do parasito. Além disso, estas proteinas foram separadas por
eletroforese bidimensional, obtendo-se um perfil satisfatério de separacdo de spots protéicos,
superando uma das dificuldades encontradas na anélise de proteinas de membrana por

eletroforese bidimensional.

O mesmo extrato proteico foi também utilizado em um experimento de Western-
blotting bidimensional utilizando pool de soro de individuos infectados de area endémica para
esquistossomose. Como observado na Figura 25C, alguns spots protéicos reagiram ao pool de
soro utilizado. Estes spots foram localizados e excisados do 2D-PAGE correspondente corado
por Azul de Coomassie Colloidal (Figura 25A) e submetidos a analises por espectrometria de

massas para identificacdo das proteinas.

Dentre os spots imunorreativos que foram identificados por espectrometria de massas,
dois correspondem a proteinas que foram selecionadas anteriormente pela abordagem
computacional, Smp_171780 (Spot 5, Figura 25C) e Smp_131910 (Spot 24, Figura 25C).

A Smp_171780 corresponde a uma proteina hipotética de S. mansoni. De acordo com
0s nossos dados obtidos pela predicdo computacional, esta proteina possui peptideo sinal, tém
evidéncia de expressdo em cercéria e verme adulto e ainda possui dois dominios funcionais:
superfamilia de inibidores de serina protease e EF-hand, um dominio estrutural comum em

proteinas carreadoras de célcio.

A Smp_131910, anotada como uma proteina de superficie de S. mansoni também
possui peptideo sinal e forte evidéncia de expressdo em verme adulto e esquistossomulo. Seus
dominios correspondem a superfamilia de ligantes a galatose e superfamilia de

imunoglobulinas.

Embora ndo estejam na lista das 90 proteinas que foram previamente selecionadas para
validagdo experimental por microarranjo de proteinas, outros experimentos precisam ser feitos
para validar efetivamente essas duas proteinas, sobretudo a Smp_131910, a qual parece ser
um excelente candidato a um estudo mais aprofundado, em uma busca por similaridade

preliminar, observamos que tal proteina ndo tem evidéncia significativa de expressdo em
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humano. Estes resultados preliminares mostram que a abordagem computacional pode ser

combinada as técnicas existentes para obtencdo de novas possibilidades.

5.3.2. Resultados in silico

O presente projeto resultou no desenvolvimento de uma metodologia em larga escala,
sem precedentes em eucariotos, baseado em andlises em in silico na busca de candidatos a
vacina contra esquistossomose. Permitiu também a criacdo de um pipeline e de um webserver
para automatizacdo de todo o processo que esta disponivel no enderego
http://epifinder.cebio.org e traz recursos para acelerar a pesquisa de vacinas em outros

organismos, principalmente outras espécies de Schistosoma.

Uma vantagem do trabalho foi o fato de que a metodologia que propomos, tem
permitido a rapida triagem do proteoma na classificacao proteinas expostas de outros grupos e
organismos na instituicdo. Embora ainda ndo tenhamos a comprovacao efetiva em bancada,
estamos convencidos de que os objetivos foram atingidos, visto que a diminui¢cdo do nimero
de bons potencialmente candidatos, com relacdo ao total de dados no genoma, se mostra

eficaz pois reduziu a um ndmero plausivel os testes experimentais.

Alguns candidatos na Tabela 7 merecem ser destacados: Smp_147250.1 (multidrug
resistance-associated protein, putative) e Smp_147250.2 que sdo anotadas como genes de
resisténcia a droga. Ha registros na literatura sobre o resisténcia a drogas e o papel de vacinas
no seu combate (Kaplan, Mason et al., 2004).

Outra potencial candidata interessante que também esta relacionada a resisténcia a
droga € a Smp_171740, proteina de membrana que possui dominios funcionais relacionados
com transporte e apresentacao de antigenos. Um trabalho recente demonstra que tal proteina é
altamente expressa em vermes jovens quando recebem o tratamento do PZQ (Kasinathan,
Morgan et al., 2010).

Podemos observar também que muitos candidatos da tabela, ndo possuem nenhuma

anotacdo (expressed protein), e que merecem serem avaliados de forma mais critica.

Outros exemplos que também merecem ser analisados sdo a Smp_167690 (ubiquitin-

protein ligase, putative) e a Smp 169750 (dicer-1, putative), que sdo proteinas

63



reconhecidamente da maquinaria celular, mas que no caso da ubiquitina, hd na literatura
registros de uma nova classe desta proteina associada a secrecdo (Tytgat, Vanholme et al.,
2004). No entanto tais dados precisam ser melhores investigados, pois podem se tratar de
erros nos preditores por localizacdo ou limitacGes da técnica, aqui proposta, e que serdo

relatadas na secéo 7.

Submetemos os candidatos classicos (Tabela 1) a anlise aqui proposta, dois deles
merecem destaque: a integral membrane protein Sm23 (Smp_017430) e Sm29
(Smp_072190). A Sm23 é uma proteina de membrana e a Sm29 é uma proteina da superficie
tegumentar do parasita, ambas apresentam peptideo sinal e tem reconhecida resposta a
infeccdo do parasito. Tanto a Sm23 guanto a Sm29 passam em todas as etapas de predicdo de
nossa analise, mas ndo sdo vistas em nossa selecdo final, pois apresentam um baixo nimero
de ligantes ao MHC, respectivamente 2 e 1 epitopos. Outros candidatos da lista ndo sdo
identificados em nossas predi¢des, como por exemplo a proteina CD9-like protein Sm-TSP-1
(Smp_095630) da familia das tetraspaninas, em nossa analise podemos confirmar sua
exposicdo ao hospedeiro, mas ndo foi possivel identificar ligantes ao MHC nesta proteina.
Quanto as demais proteinas da lista de alvos conhecidos, ndo ha indicios de que sejam

expostas e nossa técnica ndo é 100% inclusiva.

Embora nossa predi¢do de epitopos ndo apresente resultados significativos, casos de
sucesso na literatura apontam que estamos no caminho certo. Um estudo recente em
Schistoma japonicum que utiliza uma abordagem in silico semelhante a aqui apresentada,
juntamente com validagdo experimental, apartir do transcriptoma do organismo, selecionou 6
peptideos expressos na fase pulmonar do parasito, dos quais 3 foram capazes de induzir
resposta imune in vitro tipo CD4+ (Zhang, Jia et al., 2012), tais resultados demonstram que
potenciais epitopos podem ser identificados rapidamente por uma combinacdo de analise in

silico e quando combinados com validacdo experimental produzem bons resultados.
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1. CONCLUSOES

Este trabalho foi um dos primeiros a aplicar uma abordagem de vacinologia reversa em
parasita, e a usar uma metodologia que combinava diversas abordagens para obtencdo de possiveis

alvos de estudo para desenvolvimento de vacina eficaz contra esquistossomose. Assim:

= Esperamos que o EpiFinder seja Gtil a comunidade cientifica, e que esta também possa
sugerir novas funcionalidades ou caracteristicas importantes para o estudo de alvos de
vacinas.

= Além da predicdo de proteinas antigénicas, o trabalho resultou em analises
importantes, como por exemplo, é possivel extrair de nossas predi¢des o secretoma de
S. mansoni (conjunto de proteinas secretadas do organismo).

= O banco criado para nossas predicbes pode ser estendido para outras predices,
aproveitando a metodologia de integracdo para descoberta de conhecimento.

»= A metodologia descrita demonstrou que a técnica de integracdo de predi¢cdes em larga
escala, para selecdo de alvos de vacinas, pode contribuir no processo de
direcionamento e aceleracdo dos experimentos laboratoriais.

= Embora experimentos para a validacdo da metodologia estejam em andamento,
acreditamos que esta abordagem seja de grande valor para a selecdo de potenciais

antigenos.
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2. LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Durante o desenvolvimento do projeto algumas limitacdes da técnica aqui descrita merecem
ser destacadas. O genoma de Schistosoma mansoni ainda ndo possui uma montagem final, o que nos
leva a ter problemas recorrentes na determinacdo dos genes, principalmente no que diz respeito as
regides limitrofes (N-Terminal e C-Terminal) o que torna critica a obtencdo de proteinas secretadas,
uma vez que o peptideo sinal comumente se encontra nestes compartimentos. Porém com a melhora

desta montagem podemos refazer estas predi¢oes afim de reduzir erros.

Vale ressaltar a limitacdo inerente na predicéo de epitopos, uma vez que todos 0s métodos tém
modelos de alelos especificos, o que dificulta integrar e comparar tais analises e também nos impede

de obter peptideos ligantes de tamanho diferente do modelo usado.

Temos também encontrado algumas dificuldades em integrar a metodologia empregada aqui
com outras abordagens na busca por alvos de vacina, por exemplo, a protedmica experimental que em
muitas de suas técnicas ndo leva em conta proteinas de superficie, ndo encontrando intersecdes com
nosso método para entdo a escolha de melhores candidatos assim, acreditamos que as abordagens

experimental e computacional sejam complementares.

O kit da GE Healthcare que foi usado no experimento de protebmica para extragdo das
proteinas hidrofébicas, embora tenha apresentado um resultado preliminar interessante, ndo é o ideal
para a avaliacdo experimental deste trabalho, embora o kit seja indicado para a extracdo de proteinas
hidrofébicas podemos verificar poucas proteinas com dominios de membrana de acordo com a

predicdes por localizagéo.

Como perspectivas, esperamos disponibilizar através do SchistoDB, a informagdo obtida, e
também esperamos que novas analises possam ser incorporadas tanto ao banco quanto ao pipeline,

afim de que possamos obter melhores candidatos.

Uma das analises ja esta sendo realizada em colaboragdo com grupo do Dr. Franco
Falcone da Universidade de Nottingham conduzida pela estudante de Doutorado do nosso
grupo Fernanda Ludolf. Tal validacdo serd realizada tanto para proteinas identificadas em

nossa abordagem computacional, como também aquelas obtidas por protebmica experimental.

O grupo do Dr. Falcone grupo possui uma abordagem Cell-Free para expressdo de
antigenos em arrays de peptideo. Neste sistema os cDNAs dos genes selecionados para

validacao sdo amplificados por PCR usando clones sequenciados completos, de bibliotecas de
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cDNA, ou DNA total, conforme apropriado. O grupo possui aproximadamente 14.000 clones
de cDNA sequenciados individualmenge (gentilmente doado pelo Dr. Alan Wilson),
bibliotecas de clones produzidas localmente e uma biblioteca de DNA total cedida por outros

grupos.

Aos iniciadores destinados a amplificacdo de cada gene ¢é adicionado a sequéncia do
promotor T7 e a metionina inicial, essencial durante o processo de inicia¢do da tradugdo. Aos
iniciadores reversos é acrescentada & cauda de histidina para avaliar os niveis de proteina por
Dot-Blot. A expressdao da proteina é entdo avaliada pela incorporacdo de um corante
flourescente (FluoroTect ™ GreenLys) e detectada diretamente no gel. A precisdo da PCR €
confirmada por sequenciamento. A otimizacdo dos ensaios de transcri¢cdo e transcricao in
vitro é realizada utilizando os genes selecionados que representam os antigenos melhor
estudados. Todas as reacOes de tradugédo in vitro sdo aplicadas diretamente para um arranjo
em triplicata e incubadas com soro de pacientes de area endémica infectados. Estes resultados

sdo comparados com a resposta a anticorpos descrita para esses antigenos na literatura.

Outra possibilidade de trabalho futuro que visa melhorar nossa abordagem, é a
inclusdo de métodos de predicdo de célula B, os quais foram descartados no inicio do projeto,
por ndo apresentarem bons resultados de acordo com a literatura, mas que agora pode ser
combinado com a predicdo de célula T que ja dominamos, possibilitando novos critérios de

filtragem em uma analise em larga escala.

Espera-se ainda que no fim desde trabalho todos os resultados e o conhecimento adquirido no

desenvolvimento da metodologia aqui estabelecida, sejam futuramente incorporados ao SchistoDB.

Alguns projetos j& aqui citados nos indicam que as predi¢cfes computacionais identificaram
com sucesso possiveis candidatos a vacina. Objetivando confirmar os resultados dessa metodologia,
outros testes serdo realizados, objetivando tanto agregar novos possiveis antigenos, como nos provera

mais informagdes sobre esta metodologia e sobre o organismo em estudo.
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