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Resumo

KREMER, Frederico Schmitt. CestodaDB: Desenvolvimento de um banco de
dados para proteinas de cestddeos. 2013. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharelado em Biotecnologia) — Curso de Bacharelado em Biotecnologia,
Centro de Desenvolvimento Tecnologico, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2013.

A classe de Cestoda é constituida por animais com comportamento parasitario,
sendo esses organismos agentes etioldégicos de um grande numero de doencas
em diferentes espécies de vertebrados, incluindo o ser humano. Teniase e
cisticercose (causada por Taenia spp.), Equinococose (causada por
Echinococcus spp.) E sparganosis (causada por Spirometra spp.), Sdo alguns
exemplos de doencas zoondticas causadas por estes organismos. Para ajudar
no desenvolvimento de novas abordagens biotecnoldgicas, a bioinformatica
pode fornecer ferramentas de gerenciamento de dados, tais como bancos de
dados, para armazenamento, busca e visualizar informagdes moleculares. O
presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um banco de dados
on-line, chamado CestodaDB, para proteinas de cestéides. O conjunto de dados
€ constituido por 3878 proteinas retiradas de UniProt, fisico-quimicamente,
funcional e estruturalmente anotado por diferentes ferramentas de
bioinformética, incluindo andlises pelo Pfam, PRODOM, CATH, SignalP,
TMHMM e TargetP. Conectando diferentes tipos de dados, os pesquisadores
podem usar o CestodaDB para identificar novos alvos para vacinas, terapias e
sistemas de diagnéstico. O presente banco de dados pode ser acessado pelo
endereco htttp://labbioinfo.ufpel.edu.br/cestodadb/.

Palavras-chave: cestoda; taenia; echinococcus; bioinformatica;



Abstract

KREMER, Frederico Schmitt. CestodaDB: developing a database for Cestoda
proteins. 2013. Final Year’s Project (Bacharelado em Biotecnologia) — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento Tecnologico,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2013.

The Cestoda class is composed by parasitic flatworms, which are etiological
agents of a large number of diseases in different species of vertebrates, including
humans. Taeniasis and cysticercosis (caused by Taenia spp.), echinococcosis
(caused by Echinococcus spp.) and sparganosis (caused by Spirometra spp.),
are some examples of zoonotic diseases caused by these organisms. To help in
the development of new biotechnological approaches, bioinformatics can provide
data-managing tools, such as databases, for storing, searching and visualizing
molecular informations. The present work was to develop an online database,
called CestodaDB, for proteins from cestodes. The dataset contains 3878
proteins taken Uniprot, their physic-chemical, functional and structural annotated
by different bioinformatics tools, including Pfam, PRODOM, CATH, SignalP,
TMHMM e TargetP. Set together different data, allow researchers to use
CestodaDB to mine new targets for vaccines, therapeutics and diagnosis
systems. The presente database can be accessed through the URL
htttp://labbioinfo.ufpel.edu.br/cestodadb/.

Key-Words: cestoda; taenia; echinococcus; bioinformatics;
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1. Introducéao

No presente trabalho de conclusdo de curso de Graduacdo em
Biotecnologia é apresentado o desenvolvimento de um banco de dados online
para sequencias e informacdes fisico-quimicas e estruturais de proteinas de
parasitas da classes Cestoda, denominado CestodaDB. Inicialmente, €
apresentada uma revisao de literatura sobre a biologia destes organismos e sua
relevancia para a medicina humana, animal e para biotecnologia, além de
também apresentar abordagens de bioinformética aplicaveis ao estudo dos
mesmos. Posteriormente, é demonstrada a implementacéo do banco de dados,
incluindo o processo de desenvolvimento da estrutura base para seu
funcionamento, o processo de coleta de dados em fontes publicas e como foi
realizado o cruzamento dos dados. Uma andlise dos dados e metadados

gerados neste trabalho é apresentada no final do mesmo.



2. Reviséo Bibliografica

2.1 A classe Cestoda

A classe Cestoda, pertencente ao filo Platyhelminthes, é constituida por
organismos de natureza parasitaria como corpos alongados, segmentados e que
apresentam um o6rgdo de fixagdo na extremidade (escolex) com diferentes
ferramentas de adesdo dependendo da espécie. Também conhecidos como
ténias ou cestoides, 0s constituintes desta classes séo parasitas obrigatorios do
sistema gastrointestinal de um amplo espectro de espécies animais, sendo
desprovidos de sistema digestorio e apresentando um eficiente sistema
reprodutivo (Rey, 2008).

2.1.1 Anatomia

Apesar corpo dos cestoides pode variar em tamanho de poucos milimetros a
alguns metros dependendo da espécie, a tua organizacdo anatbmica é pouco
variavel. Em organismos séo observadas trés estruturas principais: escolex, colo
e estrobio (Tortora et al, 2007).

Escoélex: Consiste em uma dilatacdo localizada na extremidade mais
delgada do corpo do animal. Nesta encontram-se as estruturas de fixagédo
ao aparelho intestinal. Por sua localizacdo anatdmica € considerada a
“cabeca”, apesar da auséncia de estruturas de ingestdo de alimentos que

caracterizam este estrutura nos demais animais (Cimerman et al, 2010).

Colo: E uma regisio delgada localizada abaixo do escolex, caracterizada
pela presenca de tecidos em continuo crescimento, responsaveis pelo

alongamento continuo destes animais (Cimerman et al, 2010).

Estrobio: Regido do corpo constituida por segmentos denominados
proglotes ou proglétides, que sao produzidas pela proliferagdo colo. As

proglotes sdo constituidas por érgdos reprodutivos masculinos e



femininos, o que torna os cestddeos animais hermafroditas (Cimerman et
al, 2010).

2.1.2 Nutricéo

A natureza estritamente parasitaria dos cestédeos se reflete nas adaptacdes
fisiologicas relacionadas ao processo de nutricdo, assim como ocorre em outros
platelmintos. Nesta espécies, a auséncia de um sistema digestorio completo €
compensada pela absorcéo dos nutrientes através do tegumento, uma estrutura
localizada superficie do seus corpos, através de diferentes mecanismos de

transporte, como transporte ativo, difuséo facilitada e pinocitose (Halton, 1997).

2.1.3 Ciclo vital

O odcitos dos cestddeos sdo formados pela fecundacdo dos évulos pelos
espermatozoides localizados nos receptaculos seminais. Estes entdo sao
cercados por células vitelinas que secretam substancias para a formacao da
primeira casca ovular, enquanto o odcito inicia um processo de divisdo desigual
para a formag&o do embrido e do vitelo. Os ovos maduros, quando ingeridos pelo
seus hospedeiros, eclodem em funcdo de processos mecanicos, como a
mastigacéo, ou quimicos, como a degradacao das camadas externas pela acao
de enzimas proteoliticas. Apds a eclosdo, pequenas esferas contendo ganchos,
denominadas oncosferas (do grego onko: gancho) séo liberadas, iniciando o
desenvolvimento larval destes organismos. Dependendo da espécies, mais de

uma espécie de hospedeiro pode estar envolvido no ciclo vital. (Rey, 2008).

2.1.4 Sistematica

A classe Cestoda é constituida pelas Cestodaria e Eucestoda. A sub-classe
Cestodaria agrega as ordens Amphilinidea, constituida por 4 espécies divididas
em 4 géneros, e Gyrocotylidea, constituida por 4 espécies pertencentes ao
género Gyrocotyle. Ja a sub-classe Eucestoda € composta por 17 ordens que
agregam 276 géneros e 1086 espécies, incluindo as espécies pertencentes ao

géneros Taenia e Echinococcus (NCBI-Taxonomy, 2013).
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2.2 Doencas humanas e veterinarias causadas por cestodeos

Os cestddeos sdo parasitas obrigatorios diversas espécies de vertebrados,
dentre eles o ser humano. Dentre as espécies de relevancia médica e veterinaria
inclui-se as pertencentes aos géneros Taenia, Echinococcus e Spirometra
(Cimerman, 2010).

O género Taenia € composto por mais de 40 espécies, sendo T. saginata, T.
solium e T. asiatica as de maior ocorréncia no ser humano (Hoberg, 2006). A
infecc@o por estas espécies pode se dar de duas formas: ingestdo de larvas
(cisticercos) ou ovos. A infeccdo por larvas acarreta a teniases, caracterizada
pela fixacdo do parasita na parede do trato intestinal do hospedeiro, uma doenca
normalmente assintomatica (Yanagida, Sako, Nakao, Nakaya, & Ito, 2012). Ja a
infeccéo ingestdo dos ovos acarreta a cisticercose, caracterizada pelo migracao
do parasita para tecidos como o muscular e nervoso. A infeccdo no sistema
nervoso, a chamada neurocisticercose, pode acarretar quadros de epilepsia e
deméncia, podendo necessitar de intervencao cirdrgica (Del Brutto, 2012). O
diagnéstico pode ser realizado através de anamnese, analise coproldgica (em
caso de teniase) e tomografia computadorizada ou ressonancia magnética (em
caso de cisticercose/neurocisticercose) (RAOUL et al, 2013), e novas
abordagens baseadas em detec¢do por imuno-ensaios e deteccdo de DNA
também estdo em desenvolvimento (RODRIGUES et al, 2012). Em caso de
infeccdo, o farmaco Albendazol é a primeira escolha para o tratamento, se
mostrando eficiente tanto no tratamento da teniase quando da cisticercose
(SOTELO, 2011)

InfecgBes por espécies do género Echinococcus, sobretudo pelas espécies E.
granulosus, E. multilocularis, E. vogeli e E. oligarthrus também possuem um
consideravel relevancia médica e veterinaria, mostrando-se doencgas
emergentes e de grande impacto em certas regides do continente europeu,
asiatico e sul-americano (Moro & Schantz, 2009). O quadro clinico da doenga
acarretada por estes parasitas, denominada Hidatidose, pode variar de acordo
com a espécie, apesar de terem em o desenvolvimento de estruturas globulares

semelhantes a tumores em tecidos e 6rgdos do hospedeiro (Thompson,
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2008)(Cimerman et al 2010). O diagnostico pode ser realizado através de
anamnese, ultrassom e andlises molecular (TORGERSON, 2009) e o tratamento
pode ser farmacolégico, através do uso de benzemidazdis, ou cirdrgico, para a
remocao dos cistos hidaticos (KERN, 2010).

A Esparganose, acarretada pelos parasitas do género Spirometra, também
possui consideravel impacto na saude publica em paises asiatico, aonde
apresenta maior prevaléncia (Anantaphruti et al, 2011). A migracédo do parasita
pelo corpo do hospedeiro, caracteristica desta doenca, pode acarreta diversos
dados, incluindo cegueira, paralisia e até mesmo o Obito (Li et al., 2011). O
diagndstico pode ser realizado através de anamnese, técnicas de tomografia e
analise soroldgica, e o tratamento, em muitos casos, necessita de intervencao

cirdrgica, sobretudo em caso de esparganose cerebral (KIM, 1996).

Como observado em outros grupos de parasitas, as infec¢des por estes e outros
helmintos esta diretamente relacionada as caracteristicas sanitarias das regides
aonde se fazem presentes (Flisser, Rodriguez-Canul, & Willingham, 2006;
Walker & Zunt, 2005).

2.3 Bioinformética

O advento de técnicas de sequenciamento de DNA e proteinas acarretou um
crescimento exponencial no volume de informag¢des moleculares disponiveis em
bancos de dados publicos para um grande numero de organismos. Neste
contexto, a necessidade de se desenvolver ferramentas especificas para o
gerenciamento destas informagdes acarretou no surgimento e desenvolvimento
da bioinformética (Lesk, 2005).

2.3.1 Conceito

A bioinformatica consiste na aplicacdo de abordagens e ferramentas derivadas
da ciéncia da informacdo e computacdo no gerenciamento, processamento e
analise de dados bioldgicos, sobretudo, mas néo restrito a, aqueles derivados da

biologia molecular e bioquimica. Sequéncias de nucleotideos e proteinas,
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estruturas de biomoléculas, organizacdo de genes, rede de interacdo entras
processos bioldgicos e analises filogenéticas sdo exemplos de dados que podem
ser tratados a partir destas abordagens (Pevzner & Shamir, 2011).

2.3.2 Surgimento

O uso de ferramentas de informatica para a resolucéo de problemas de biologia
molecular iniciou-se na década 1960 com os trabalhos de Margaret Dayhoff
(1925-1983). Visando entender as relacdes existentes entre as sequencias de
diferentes proteinas, Dayhoff desenvolveu diferentes métodos computacionais
de analise de sequéncia, incluindo a matriz de substituicio PAM (Point Accepted
Mutation) e o método de maxima parcimdnia para filogenia molecular. Além
disso, criou também o cdédigo de uma letra para aminoacidos e o organizou o
Atlas of Protein Sequence and Structure, considerando o primeiro banco de
dados bioldgico (Hunt, 1983).

2.3.3 Surgimento do Protein Data Bank

O banco de dados de Dayhoff consistiu em uma compilacéo de informagdes
realizada de forma manual e disponibilizado através de volumes impressos. A
necessidade por plataformas informatizadas para armazenar estes e outros tipos
de dados biolégico, ao menos que possibilitassem o0 acesso remoto, resultou no
desenvolvimento do Brookhaven RAster Display (BRAD), que posteriormente
evoluiria para o Protein Data Bank (PDB), atualmente tido o principal banco de
dados para estruturas de proteinas obtidas por métodos experimentais (Berman,
2008).

2.3.4 O sequenciamento de DNA

Na década de 1970, abordagens visando o sequenciamento de moléculas de
DNA foram desenvolvidas. A primeira técnica de sequenciamento, baseada em
degradacéo quimica, foi desenvolvida por Maxam & Gilbert (Maxam & Gilbert,
1977). No mesmo ano, Frederick Sanger e sua equipe desenvolveram o método
de terminacdo de cadeia (Sanger et al, 1977). Os primeiros sequenciadores
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automaticos baseados no método de Sanger foram desenvolvidos em 1987
(Griffin & Griffin, 1993) e foram amplamente utilizados para sequenciamentos de
genes e genomas de diferentes organismos até o final da década de 1990 e

inicio dos anos 2000.

Posteriormente, novas tecnologias, capazes de realizarem o sequenciamento de
forma mais rapida, foram desenvolvidas. As abordagens de sequenciamento de
DNA que surgiram a partir do comego dos anos 2000 foram denominadas “Next-
Generation Sequencing (NGS)” ou “Sequenciamento de Nova Geragao” e se
caracterizagao pelo grande volume de dados gerados durante o processo, 0 que
acarretou em um aumento no volume de informacdo em bancos de dados
publicos (Zhang, 2011).

2.3.5 O Alinhamento de Sequéncias

A disponibilidade de novas sequencias biolégicas tornou necessario também o
desenvolvimento de métodos de analise e comparacado especificos para este
propdsito. Ainda em 1970, Neddleman e Wunsch desenvolveram um algoritmo
capazes de realizar o alinhamento global de duas sequencias de proteinas a
partir de uma matriz que correlaciona a probabilidade de mutacdo entre os
diferentes aminoacidos (matriz de substituicdo) (Needleman & Wunsch, 1970).
Posteriormente, em 1981, Smith e Waterman propuseram um novo algoritmo,
capaz de realizar o alinhamento local de sequéncias de proteinas e nucleotideos.
O algoritmo de alinhamento local de Smith-Waterman realiza o alinhamento
apenas nas regides em que apresenta similaridade, o que otimiza o score na
funcdo em caso de uma grande distancia evolutiva entre as sequencias (Smith
& Waterman, 1981).

Os algoritmos de Neddleman-Wusch e de Smith-Waterman serviram de base
para outras ferramentas de bioinformatica, como o0s pacotes de programas
FASTA (Pearson et al, 1998) e BLAST (Altschul et al, 1990) para busca em
bancos de dados de sequéncias, sendo estas ferramentas incorporadas em
praticamente todos os bancos de dados biolégicos de sequéncias de

Nucleotideos e Proteinas, como o Genbank (Benson et al, 2013) e o Uniprot
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(Aptweiler et al, 2004) (respectivamente). Além disso, estes algoritmos também

serviram de base para os softwares de alinhamento multiplo MUSCLE (Edgar,
2004) e CLUSTAL (Higgins & Sharp, 1988).

2.4 Ferramentas de Bioinformatica para anélise de proteinas

Descritores fisico-quimicos: Parametros intrinsecos a sequéncia de cada
proteina calculados a partir de informacdes previamente conhecidas das
propriedades de cada aminoacido, como massa e carga elétrica. Massa
molecular, perfil hidropatico/hidrofébico, ponto isoelétrico e area acessivel
por solventes sdo exemplos de descritores que podem ser determinados
através de softwares como o EMBOSS (RICE et al, 2000) e algoritmos
como o de Kyte e Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982).

Preditores de localizagdo sub-celular: Utilizam ferramentas de
classificagao (Ex: Maquinas Vetoriais de Suporte) e reconhecimento de
padrées (Ex: Modelos Ocultos de Markov, Redes Neurais) para predizer
a localizacdo celular de uma determinada proteina a partir de sua
sequéncia, tomando como base analises prévias de proteinas ja
conhecidas (Imai & Nakai, 2010). Dentre as ferramentas mais utilizadas
inclui-se 0o PSORT (Yu et al, 2010) e o TargetP (Emanuelsson, 2000).

Preditores de Hélices Transmembréanicas: Identificam padrdes
topologicos de hélices transmembranica em sequéncias de proteinas
através de diferentes abordagens, incluindo analises estatisticas, como
no caso do HMMTOP (Tusnady & Simon, 2001), e de modelos ocultos de
Markov, como no caso do TMHMM (Krogh et al, 2001).

Preditores de peptideo sinal: Identificam sequéncias similares a peptideos
sinais e seus respectivos sitios de clivagem a partir de ferramentas de
alinhamento e reconhecimento de padrbes. O SignalP (Petersen et al,

2011) é uma das ferramentas mais utilizadas para este propdésito.
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2.5 Bancos de Dados Online em Bioinformatica

2.5.1 Bancos de dados Bioldgicos

O crescimento no volume de informacdes disponiveis sobre biomoléculas, como

acidos nucleicos e proteinas, tornou necessario o desenvolvimento de

ferramentas capazes de gerenciar estas informacgdes (Wah, 2009). Os bancos

de dados consistem em sistemas de gerenciamento de informacdes capazes de

realizar operacdoes de insercdo, delecdo, atualizacdo e busca através de

linguagens e comandos intrinsecos a cada modelo (Date, 2005). Dentre as

diferentes categorias de bancos de dados bioldgicos disponiveis para acesso

publico destacam-se os bancos para sequéncias de nucleotideos (Ex: Genbank),

sequéncias de proteinas (Ex: Uniprot).

2.5.2 Bancos de dados de sequéncias de nucleotideos

Genbank: O Genbank €, atualmente, o principal banco de dados para
sequéncias de nucleotideo, contendo informacfes de genomas inteiros,
fragmentos de cromossomos, genes, mRNAs e ESTs de diferentes
organismos. Gerenciando pelo National Center for Biotechnology
Information (NCBI), possui conexdes com outras bases de dados este
mesmo 6rgao, como o Bioproject, Refseq e Pubmed. Além disso, o padréo
de arquivos nativo do Genbank, o Genbank File Format, (*.gb, *.gbk), é
um dos formatos mais utilizados para o armazenamento de dados de
sequéncias bioldgicas, assim como FASTA e o EMBL (Benson et al,
2013).

ENSEMBL: Banco de dados curado para informacfes de genomas de
organismos eucariotos, fornecendo dados de genes, transcritos (incluindo
splicing alternativo), RNA ndo codificantes, expressao génica diferencial,
dentre outros, apresentando conexdes de dados com outras fontes. Além

da busca pelo seu website, este também oferece uma API (Application
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Programming Interface) que permite a busca interativa pelo usuario

atraveés de scripts escritos em linguagem Perl (Hubbard, 2002)

e GeneDB: Banco de dados para genomas de organismos eucariotos e
procariotos mantido pelo Instituto Sanger. De foram similar ao ENSEMBL
e ao Genbank, o GeneDB também é curado e conectadas com diferentes

bancos de dados para cada gene (Hertz-Fowler et al., 2004).

2.5.3 Bancos de dados de Proteinas

Uniprot: o Universal Protein Knowledgebase € um banco de dados europeu para
informacdes de proteinas, contendo dados se sequéncias, anotacdes estruturais
e ferramentas de busca. O seu dataset é disponibilizado em duas versdes:
Uniprot-Swissprot (curado manualmente e ndo-redundante) e Uniprot-trEMBL

(ndo-curado e redundante) (Aptweiler et al, 2004).

Pfam: O Pfam é um banco de dados para familias de proteinas, relacionando
sequéncias, funcdes e localizacao sub-celular através de padrées conservados
observados por alinhamento multiplo e HMMs (Hidden Markov Models — Modelos
Ocultos de Markov )(Bateman et al., 2000).

PRODOM: Banco de dados para dominios conservados entre proteinas gerado

a partir da analise do conjunto de dados do Uniprot (Servant et al., 2002).

CATH e SCOP: Bancos de dados para classificacao estrutural de proteinas a
partir de dados de estruturas tridimensionais derivados do Protein Data Bank e
sequéncias (Murzin, Brenner, Hubbard, & Chothia, 1995; Orengo et al., 1997).

Gene Ontology: Iniciativa de padronizacdo da representacdo de genes entre
diferentes bancos de dados, consistindo em um banco de classificacédo de genes
quanto a funcdo desempenhada em diferentes organismos (Ashburner et al.,
2000).
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2.6 Bancos de Dados para Parasitologia

2.6.1 Bancos de dados para protozoarios

RMgmDB (Rodent Malaria genetic modified DataBase): Banco de dados para
informacdes de mutantes genéticas e informag@es fenotipicas, correlacionadas
com dados de biologia de sistemas (Khan, Kroeze, Franke-Fayard, & Janse,
2013)

LeishCys: Banco de dados para rotas metabdlicas de Leishmania major
(Saunders et al., 2012)

MalAvi: Bancos de dados para informagcbes de distribuicdo geografica e
hospedeiros de Malaria para diferentes linhagens (Bensch, Hellgren, & Pérez-
Tris, 2009).

PlasmoDB: Banco de dados para informacfes de gendmica funcional de
Plasmodium spp., incluindo anotagdo gene por gene, transcritos, genética de
populacdes e evolucdo (The Plasmodium Genome Database Collaborative,
2001).

FULL-malaria: Banco de dados para sequéncias de Plasmodium falciparum
derivadas de sequenciamento de cDNA (Watanabe, Sasaki, Suzuki, & Sugano,
2001)

2.6.2 Bancos de Dados para Helmintos
AceDB: Banco de dados desenvolvido no Instituto Sanger para o gerenciamento
de dados gendmicos de Caenorhabditis elegans, tendo posteriormente seu

codigo-fonte liberado para ser usado como base para o desenvolvimento de

outros bancos biolégicos (Walsh, Anderson, & Cartinhour, 1998).
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WormBase: Banco de dados para C. elegans e organismos relacionados (outros
nematddeos), relacionando dados de genomas inteiros, transcritos, proteinas,
expressao génica e filogenias. Contém informacdes sobre Foi desenvolvido com
base no AceDB (Stein, Sternberg, Durbin, Thierry-Mieg, & Spieth, 2001).

HSD: Banco de dados para proteinas secretadas de nematddeos e trematdédeos
preditas a partir da anélise de ESTs (Garg & Ranganathan, 2012).

2.7 Desenvolvimento de novos bancos de dados

Atualmente o numero de ferramentas para gerenciamento de informacgdes
moleculares em parasitologia € consideravelmente limitado, sobretudo no que
diz respeito ao parasitas pluricelulares. Desta forma, a criacdo de novos bancos
de dados para informacdes destes organismos pode auxiliar futuros estudos em

parasitologia molecular, otimizando a busca por informagoes.
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3. Objetivos

3.1 Objetivos Gerais

e Desenvolvimento de um banco de dados para informagdes de proteinas

de organismos da classe Cestoda.

3.2 Objetivos Especificos

Recuperar informag¢des disponiveis em bancos de dados publicos

referentes a proteinas de organismos da classe cestoda.

e Recuperar informagfes disponiveis em bancos de dados publicos de
padrdes estruturais conservados.

e Realizar a anotacdo estrutural e fisico-quimica das proteinas de
encontradas.

e Cruzamento dos dados adquiridos.

e Construcdo de uma interface web para acesso as informacdes cruzadas

e com ferramentas para analise dos dados.



4. Metodologia

4.1 Busca e indexacao das sequéncias de proteinas

As sequencias de proteinas utilizadas para a constru¢do do CestodaDB séo
derivadas do Uniprot, sendo feita a busca através das palavras-chave
‘taxonomy:Cestoda [6199]’, aonde ‘6199 indica o codigo referente ao taxon
Cestoda no banco em guestdo. As sequencias resultantes foram importadas em
formato FASTA e indexadas em um banco de dados MongoDB, que armazena
os dados em uma estrutural ndo-relacional (NoSQL) de documentos (Mongodb,
2013).

4.2 Busca dos dados para anotacao das sequéncias

Os bancos de dados PFam, Gene Ontology e CATH foram importados em
formato FASTA de seus respectivos repositérios. O banco de dados PRODOM
foi importado em formato SRS e convertido para formato FASTA a partir de um
script escrito em linguagem Python (Python, 2013).

4.3 Anotacgédo das sequencias

A anotagéo das sequencias foi feita a partir da ferramenta BLAST a partir dos
bancos de dados previamente baixados. Para a realizacdo desta etapa, 0s
bancos de dados em formato FASTA foram formatados para o formato nativo do
BLAST através da ferramenta makeblastdb presente no pacote blast+2.2.5. Os
dados resultantes de cada anotacdo foram inseridos no banco de dados

MongoDB aonde estavam armazenadas as informacdes de cada sequéncia.

4.4 Anotacéo de peptideo sinal, hélice transmembréanica e localiza¢gédo sub-

celular

A analise preditiva de peptideos, hélices transmembranicas e localizacdo sub-

celular das proteinas foi realizada, respectivamente, com auxilio das ferramentas



SignalP (Petersen et al, 2011), TMHMM (Krogh et al, 2001) e TargetP
(Emanuelsson et al, 2000). Todas as ferramentas foram executadas com suas
configuracbes padroes com excecao da alteracdo para o modo “eucarioto” no

caso do SignalP e TargetP.

4.5 Anotacéo de caracteristicas fisico-quimicas

O célculo da massa molecular de cada proteinas foi realizado com base na
massa parcial de cada residuo de aminoacido a partir de dados provenientes do
Expasy (Expasy, 2013). A predi¢cdo do ponto isoelétrico foi feita com base em
uma implementacdo em python do algoritmo naive de Kozlowski (originalmente
escrito em c++) (Isoeletricpoint, 2013). O Calculo do valor GRAVY, que
representa a hidropatia de uma proteina a partir de sua sequéncia de
aminoécidos, foi feito com base nos valores de indice de hidropatia inicialmente
propostos por Kyte & Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982). Os valores calculados

para cada proteinas foram indexados no banco de dados MongoDB.

4.6 Adicao dos dados de ESTs

As sequencias de ESTs (Expressed Sequence Tag) de organismos da classe
Cestoda foram buscada no banco de dados de ETSs do NCBI através das
palavras-chave “cestodajorganism]’ e baixadas em formato FASTA. O arquivo
resultante foi convertido em um banco de dados BLAST pela ferramenta
makeblastdb. Apds isso, as sequencias de proteinas presentes no banco de
dados em construcdo foram alinhadas com o banco de ESTs, filtrado para o
organismo em questao, pela ferramenta BLASTx e os dados de cada hit foram
inseridos no banco de dados do CestodaDB, sendo conectado com os dados de
proteina pelo Uniprot ID da sequéncia de maior similaridade (mas apenas em

caso de concordancia entre o organismo de origem da EST e da Proteina).

4.7 Criagao do Back-End e Front-End

O Back-end do CestodaDB foi desenvolvi em Linguagem Python 2.7 (PYTHON,
2013) e consiste em scripts CGI (Common Gateway Interface) que se conectam
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com um banco de dados néo relacional MongoDB através da biblioteca PyMongo
(Pymongo, 2013). Os scripts CGI recebem requisi¢cdes dos usudrios através de
formularios POST e rodam através do modulo mod_python instalado no servidor
Web HTTP Apache 2 que, por sua vez, estd instalado em um Servidor Dell
Poweredge Xeon com oito nucleos de 3,2 Ghz e 24 Gb de RAM rodando Ubuntu
Server 11. O Front-end do CestodaDB foi desenvolvido em HTML/CSS. Uma
representacdo do fluxo de informacéo envolvido durante a interacdo do usuério
pode ser vista na Figura 1. A organizacdo interna do banco de dados esta

representada na Figura 2.

0 m HTML

Figura 1. Representacdo do fluxo de informacdo durante uma consulta no banco de dados. (I)

A

SREVRPRA R

Interacdo com site. (II) Envio das requisi¢cfes para o servidor via formulério POST. (Ill) Passagem
das requisicdes para scripts CGI escritos em linguagem Python através do modulo mod_python
rodando em um webserver Apache HTTP. (IV) Consulta no banco de dados mongo feita pelos
scripts CGI. (V) Retorno dos dados solicitados. (VI e V) envio da resposta gerada pelo CGIl a
partir dos dados resultantes da busca. (VII e VIII) Apresentacdo dos dados na forma de uma

pagina resposta.

= Gravy

= Fisico-Quimica ‘—— Massa

Sequencia

= Ponto Isoelétrico

Organismo de
Origem
= PRODOM

— Proteinas ‘—— Uniprot ID

= CATH

Estrutural ‘—
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= TMHMM

= Gene Ontology

= Funcional '—— PFam

- TargetP

| ———

ESTs '— Genbank ID

Figura 2. Representacao hierarquica dos dados presentes no CestodaDB.
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6. Resultados

O dataset final do CestodaDB é constituido por 3878 proteinas derivadas
diretamente do Uniprot, sendo 61 provenientes de sua base de dados revisada
(Uniprot-Swissprot) e 3817 de sua base nao revisada (Uniprot-trEMBL). Estas
proteinas estdo divididas entre 353 espécies, por sua vez englobando 115
géneros diferentes. Uma distribuicdo do nimero de proteinas por género de

organismos esta apresentada na figura 3.

Distribui¢ao de proteinas indexadas no CestodaDB em
diferentes géneros

Echinococcus
Taenia
Spirometra
Diphyllobothrium
Paranoplocephala
Anophocephaloides
Ligula
Hymenolepis
Mesocestoides
Rhinebothrium
Progamotaenia
Bothiocephalus
Diplogonoporus
Arostrilepis
Anoplorphalidae
Khawia

Caryophyllaeus

Echinobothrium
Outros I

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Figura 3. Distribuicdo das proteinas presentes no CestodaDB em diferentes géneros de

organismos.

O Limitado numero de proteinas disponiveis em bancos publicos esta
diretamente relaciona as poucas informagdes gendmicas sobre estes
organismos em relacdo a outros grupos de parasitas. O sequenciamento de
novos genomas, como 0s das espécies Taenia solium, Echinococcus

multilocularis, Echinococcus granulosus e Hymenolepis microstoma (Tsai et al.,



2013; Zheng et al., 2013) promovera um aumento significativo deste volume de
informacdes, auxiliando na constru¢do de plataformas similares a bancos ja
estabelecidos para outros grupos de parasitas, como o WormBase (Stein et al.,
2001). Além disso, informacfes geradas por analises transcriptbmicas, como
RNA-Seq, também poderdo auxiliar no maior entendimento dos transcritos e

produtos expressos nestes organismos (Yang et al., 2012).

A analise estrutural pela ferramenta SignalP demonstrou que 10,6% destas
proteinas apresentam, possivelmente, uma sequéncia de peptideo sinal. Ja a
andlise pela TMHMM demonstrou que, aproximadamente, 2,88% das proteinas
estdo localizadas no interior da membrana celular, 67,82% apresentam hélices
transmembréanicas, 29,29% apresentam localizacdo citoplasmatica ou
extracelular. Por fim, a analise pelo TargetP demonstrou que 68,15% das
proteinas apresentam padrdes relacionados a vias de secrecdo, enquanto
24,67% podem ser direcionadas para diferentes compartimentos celulares e

1,62% é de natureza mitocondrial.

Informacdes referentes a topologia destas proteinas, como a presenca de
peptideos sinais e hélices transmembréanica, em conjunto com os dados de
localizac&o celular, podem auxiliar na identificacdo de novos alvos vacinais e de
diagnéstico (Gan et al., 2010; Huang et al., 2009). Além disso, a combinacéo
destes com as informacdes de ESTs pode permitir uma maior entendimento da

fase do desenvolvimento em que as proteinas séo expressas.

Das 95.797 sequencias de ESTs obtidas do banco de dados do NCBI, 5.912
(aproximadamente 6.17%) apresentaram similaridade com sequéncias de
proteinas do banco de dados. Por sua vez, 1.478 das proteinas apresentaram
similaridade com sequéncias de ESTs, sendo 983 pertencentes a organismos do
género Echinococcus, 337 ao género Taenia, 147 ao género Spirometra, 5 ao
género Moniezia, 5 ao género Diphyllobothrium e 1 ao género Calliobothrium.

Andlises complementares das sequéncias de ESTs que ndo apresentaram
similaridade com as sequéncias de proteinas presentem no banco de dados
podem ser realizadas futuramente visando a identificacdo de novos genes.
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Dentre estas analises inclui-se a abordagens de montagem, predicdo de CDSs
e anotacdo funcional, de forma similar as desenvolvidas previamente para
Taenia solium (Lundstrém et al., 2010), Taenia asiatica (Huang et al., 2009),
Echinococcus granulosus (Gan et al., 2010) e nematddeos e trematdédeos (Garg
& Ranganathan, 2012).

O CestodaDB pode ser acessado através do endereco
http://labbioinfo.ufpel.edu.br/cestodadb/, sendo em sua pagina inicial (Figura 4)
disponibilizado uma ferramenta de busca por palavra-chave, permitindo a
restricdo por organismo, nome da proteina ou codigo de entrada no Uniprot. Uma
pagina exemplo gerada para a apresentacdo de informacdes para a proteina
paramiosina de Taenia saginata (Uniprot: Q8T305) esta demonstrada na Figura
5.

I CestodaDB

Online Database for Cestoda’s proteins

Home BLAST About ContactUs

Keyword Search:
[ Searchl )

Ex: Organism, Uniprot D, Protein Name

What's this?

CestodaDB is an online database for cestoda's organism's proteins, including physico-chemical data (mass, GRAVY, Isoelefric Point) and sequence annotation by PRODOM, PFam, Gene
Ontology and CATH. This database was developed to help the prospection of new proteins with biotechnological applications, such as development of new vaccines, diagnosis kits and
molecular targets, etc

Figura 4. Pagina inicial do CestodaDB (disponivel em htttp://labbionfo.ufpel.edu.br/CestodaDB/).
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CestodaDB
Online Database for Cestoda’s proteins

R mAST  AMG Comaus

Q8T305]

Protein sequence:

Functional Annotation:

PRODOM Annotation

Hits in the NCBI's EST Database:

Figura 5. Pagina contendo as informa¢fes armazenadas no CestodaDB referentes a proteina

Paramiosina de Taenia saginata (Uniprot: Q8T305).
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7. Conclusao

No presente trabalho foi apresentando o desenvolvimento do CestodaDB, um
banco de dados publico para informacdes de proteinas de organismos da classe
Cestoda. Apesar do numero de proteinas destes organismos ser ainda limitado,
a criacdo de uma plataforma direcionada para o armazenamento e recuperacao
destas informacBes podera servir de base para futuros estudos sobre estes
organismos. Além disso, a plataforma € escalavel e novas informacgdes poderdo
ser adicionadas a medida que novos dados sejam disponibilizados em bancos

de dados publicos.

Futuramente, a adicdo de novas proteinas, assim como novas abordagens de
anotacao funcional e estrutural e a adicdo de novas ferramentas de busca,
também podera auxiliar no estudo da bioquimica e biologia molecular destes
organismos, possibilitando também a identificagdo de proteinas de interesse
biotecnolégico, como alvos terapéuticos, vacinais e marcadores bioquimicos e

moleculares para diagndstico.

A atualizagdo do banco de dados devera ser realizada conforme novos dados
gendmicos e protedmicos destes organismos forem gerados e disponibilizados

em outras bases de informacéao bioldgica.
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